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O objetivo deste estudo foi avaliar a ação antileishmania in vitro de dois triterpenos, o 
ácido oleanólico (AO) e ursólico (AU) sobre formas promastigotas e/ou amastigotas de 
L. (L.) chagasi e o potencial terapêutico do AU em hamsters infectados com L. (L.) 
chagasi, bem como a toxicidade do AU em hamsters saudáveis. Estes triterpenos foram 
obtidos comercialmente e caracterizados por ressonância magnética nuclear (RMN de 
1H e 13C). Nos experimentos in vitro, formas promastigotas foram incubadas com AO, 
AU e anfotericina B (controle positivo) e a concentração efetiva 50% (CE50) foi 
determinada. Estudos ultraestruturais e de fixação com anexina V e iodeto de propídio 
foram efetuados em formas promastigotas incubadas AU. O potencial deste triterpeno 
também foi avaliado em formas amastigotas intracelulares de L. (L.) chagasi. Para 
avaliar o potencial terapêutico do AU, hamsters dourados infectados cronicamente com 
L. (L.) chagasi foram tratados diariamente, durante 16 dias, com 1,0, 2,0 mg/kg de AU e 
5,0 mg/kg de anfotericina B ministrado via intraperitoneal. Após 15 dias da última dose, 
o parasitismo do baço e fígado foi quantificado, assim como a proliferação de células 
mononucleares esplênicas e a expressão de IFN-, IL-10 e IL-4. A resposta imune 
humoral foi avaliada no soro dos animais. Alterações histopatológicas também foram 
analisadas em baço e fígado. Para avaliar a toxicidade do AU e da anfotericina B, 
hamsters saudáveis foram tratados com as mesmas doses dos compostos, e análises 
histológicos de baço, fígado, rim, pulmão e coração, bem como as alterações 
bioquímicas foram realizadas. Os estudos in vitro mostraram que o AU é leishmanicida, 
eliminando formas promastigotas com CE50 do AU foi de 1,8 g/mL, porém o AO não 
eliminou os parasitos, possivelmente por sua diferença estrutural (posição do grupo 
metila). O AU diminuiu o índice de infecção de macrófagos infectados em 62% quando 
tratado com 10 g/mL de AU. Análises ultraestruturais sugeriram que as formas 
promastigotas incubadas com AU são eliminadas através de morte celular programada. 
Estudos in vivo mostraram que os animais tratados com 1,0 e 2,0 mg/kg de AU tiveram 
menor parasitismo no baço (41,6 e 35,8% respectivamente) e no fígado (84,97, 71,31 
respectivamente) em relação ao grupo infectado, e histologicamente esses animais 
apresentaram preservação de polpa branca e vermelha, que se correlacionou com alta 
taxa de proliferação de células mononucleares esplênicas, sendo as populações 
caracterizadas como clones do tipo Th1 e Th2. Experimentos ex vivo, demonstraram 
que a resposta imunológica dos animais tratados com AU e anfotericina B esteve 
associada a uma resposta mediada por IFN- e IL-10. Possivelmente, a IL-10 tem um 
papel na persistência parasitária no baço e fígado dos animais tratados. Além disso, foi 
visto que o tratamento com AU não leva a amplificação de genes associados a 
resistência parasitária MRPA e PTR1, porém animais tratados com anfotericina B 
apresentaram parasitos que amplificaram tais genes. Estes dados indicam que o AU 
pode ser um interessante composto natural para o desenvolvimento de novas classes 
de medicamentos contra a leishmaniose visceral, uma vez que os seus efeitos in vitro e 
in vivo foram comparáveis com aqueles da anfotericina B. 
Palavras-chave: Ácido oleanólico. Ácido ursólico. Leishmania (Leishmania) chagasi. 






This study aimed to evaluate the in vitro action of two triterpenes, oleanolic acid (OA) 
and ursolic (UA) on promastigote and / or amastigote forms of L. (L.) chagasi and the 
therapeutic potential of UA in L. (L.) chagasi - chronically infected hamsters as well as 
the toxicity of the UA in healthy hamsters. These triterpenes were commercially 
obtained, and characterized by nuclear magnetic resonance (1H and 13C NMR). In the in 
vitro experiments, promastigotes were incubated with OA, UA and amphotericin B 
(positive control) and the Effective Concentration 50% (EC50) was determined. 
Ultrastructural studies and fixation with annexin V and propidium iodide were carried out 
in UA-treated promastigotes. The potential of this triterpene was also evaluated in 
intracellular amastigotes of L. (L.) chagasi. To evaluate the therapeutic potential of UA, 
L. (L.) chagasi - chronically hamster were treated daily during 16 days with 1.0; 2.0 
mg/kg UA, and 5.0 mg/kg of amphotericin B (intraperitoneal route). After 15 days of the 
last dose, the parasitism of the spleen and liver was measured, as well as the 
proliferation of splenic mononuclear cells and the expression of IFN-, IL-10 and IL-4. 
Humoral immune response was evaluated in the serum of animals. Histopathological 
changes were also analyzed in spleen and liver. To evaluate the toxicity of UA and 
amphotericin B, healthy hamsters were treated with the same doses of compounds, and 
histological analysis of spleen, liver, kidney, lung and heart as well as biochemical 
changes were made. In vitro studies showed that the UA present leishmanicidal activity, 
eliminating promastigotes with EC50 of 1.8 ug/mL, but did not eliminate OA-treated 
parasites, possibly due to their structural difference in the molecules (position of the 
methyl group). UA reduced the infection index of macrophages infected by 62% when 
treated with 10 ug/mL UA. Ultrastructural analysis suggested that promastigote forms 
incubated with UA eliminated parasites by programmed cell death. In vivo studies 
showed that the animals treated with 1.0 and 2.0 mg / kg of UA had lesser parasitism in 
spleen (41.6 and 35.8% respectively) and liver (84.97, 71.31% respectively) compared 
with the infected group and liver compared to the infected group and histologically these 
animals showed preservation of red and white pulp, which correlate with high rate of 
proliferation of splenic mononuclear cells, and the populations of clones belonging to 
Th1 and Th2 type. Ex vivo experiments have demonstrated that the immune response of 
animals treated with amphotericin B and UA was associated to a response mediated by 
IFN- and IL-10. Possibly IL-10 has a role in the persistence of parasite in spleen and 
liver of treated animals. Moreover, it was seen that the treatment with UA does not lead 
to amplification of both MRPA and PTR1 genes, that have an important role in drug 
resistance, however animals treated with amphotericin B had parasites with amplified 
genes. These data indicate that UA may be an interesting natural compound for the 
development of new classes of drugs against visceral leishmaniasis, since their effects 
in vitro and in vivo were comparable to those of amphotericin B. 
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1. INTRODUÇÃO  
1.1 Aspectos gerais da leishmaniose 
As  leishmanioses  são  doenças  infecto-parasitárias  causadas  por protozoários 
pertencentes a família Tripanosomatidae, ordem Kinetoplastida e ao gênero 
Leishmania. Estes protozoários acometem o homem e diversas  espécies  de  animais  
silvestres  e domésticos  (SOUZA  et  al.,  2005;  WHO,  2010), assim  como os vetores, 
que são hospedeiros invertebrados  pertencentes à  ordem  Diptera, família 
Psychodidae,  gêneros Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo 
(WHO, 2010).  
De uma maneira geral, as leishmanioses consistem em um complexo de 
doenças com importante espectro clínico e diversidade epidemiológica (BRASIL, 2007). 
São encontradas duas principais formas: Leishmaniose Tegumentar (LT) e 
Leishmaniose Visceral (LV) e esta variação clinica é determinada pela espécie do 
parasito entre outros fatores (DESJEUX, 2004; LANA et al., 2015). Até o momento, a 
leishmaniose visceral é reconhecida como a forma clínica mais grave deste conjunto de 
doenças (SILVEIRA et al., 2012; DOSTÁLOVÁ; VOLF 2012; PANIZ MONDOLFI et al., 
2013). 
A infecção em hospedeiros vertebrados é iniciada e transmitida através do 
repasto sanguíneo realizado pelas  fêmeas  de  flebotomíneos  infectados  com  as  
formas promastigotas  metacíclicas,  que  apresentam  morfologia  fusiforme  com  a 
presença  de  um  longo  flagelo  (WHEELER  et  al.,  2011) (Figura  1A).  Durante  o  
repasto  sanguíneo  do  inseto  infectado,  ocorre  a  inoculação  da  saliva,  que  irá  
modular  a  resposta  imune  local,  bem como  das  formas promastigotas na pele do 
hospedeiro, que serão fagocitadas inicialmente por neutrófilos. Estas células serão 
capazes de eliminar grande parte dos parasitos por uma série  de  mecanismos  
leishmanicidas,  contudo alguns parasitos são resistentes a tais mecanismos (LIMA et 
al., 1998; LASKAY  et  al.,  2003; PAUL et al., 2014), levando a persistência  parasitária 
no interior das células  hospedeiras  finais,  os  macrófagos (MOLL 1993; DAS et al., 





neutrófilos,  macrófagos  ou  células  dendríticas, elas  se  diferenciam rapidamente  em  
formas  amastigotas,  com  formato  arredondado e o flagelo se torna restrito à bolsa 
flagelar (Figura 1B). 
 
 
Figura 1: Formas promastigotas em meio de cultura (A) e formas amastigotas intracelulares, 
mostradas na seta (B). Coradas com Giemsa no aumento de 1000x. Fonte: Figura A – Bruno Luiz 
Soares Campos, Figura B – arquivo pessoal. 
 
Além disso, uma série de alterações fisiológicas ocorrem para que os parasitos 
possam se adaptar ao novo microambiente fagolisossomal (NADERER; MCCONVILLE, 
2008). Quando os parasitos são fagocitados pelas células apresentadoras de antígenos 
(APCs), pode ocorrer sua eliminação ou sobrevivência e multiplicação com posterior 
disseminação para os órgãos linfoides regionais, onde será iniciada a resposta 
imunológica. Dependendo desta resposta, o hospedeiro vertebrado pode apresentar 
resistência à infecção ou suscetibilidade, e nos suscetíveis o curso clínico da doença 
progredirá culminando no desenvolvimento da leishmaniose visceral ou cutânea. 
Quando o parasito se estabelece no hospedeiro vertebrado, e um inseto vetor saudável 
realizar o repasto sanguíneo no hospedeiro vertebrado infectado, o flebotomíneo 






Figura 2: Ciclo de vida dos parasitos pertencentes ao gênero Leishmania. (1) representa o repasto 
sanguíneo de flebotomíneos infectados e o início da infecção no hospedeiro mamifero; (2) após infecção, 
as formas promastigotas são fagocitadas por células apresentadoras de antígenos e se diferenciam em 
amastigotas (3), que então se multiplicam ativamente nas células hospedeiras levando a ruptura destas 
células, podendo ser fagocitadas por novas células apresentadoras de antígenos (4). Após novo repasto 
no hospedeiro vertebrado, as fêmeas de flebótomos podem ingerir células infectadas (5); que por ação 
de uma série de enzimas digestivas do inseto serão rompidas liberando formas amastigotas que 
novamente se diferenciarão em promastigotas e se ligarão à superfície intestinal destes insetos (6), 
ocorrendo a replicação de promastigotas e a transformação em promastigotas metacíclicas (7), tornando 
capazes de infectar novo hospedeiro vertebrado após novo repasto sanguíneo, reiniciando então o ciclo 





Segundo estimativas da Organização Mundial da Saúde (OMS), a prevalência 
mundial das diferentes formas clínicas da doença, tegumentar e visceral, ultrapassa 12 
milhões de casos, sendo considerada uma importante doença tropical causada por 
protozoários e negligenciada (KAUR et al., 2011), dado que é uma doença endêmica 
nos cinco continentes, em 98 países localizados principalmente em regiões tropicais e 
subtropicais, onde mudanças sócio-econômicas e ambientais comprometem o controle 
da doença (AKSOY et al., 2015; WHO 2015). 
O agente etiológico da LV no Velho Mundo (Índia e Leste da África) é a 
Leishmania (L.) donovani; na China, Ásia Central, Sudeste da Europa, Mediterrâneo é a 
Leishmania (L.) infantum e América Latina a Leishmania (L.) chagasi (LUKES et al., 
2007). Embora diferentes no nome e localização geográfica, técnicas moleculares e 
bioquímicas confirmaram que a L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi tratam-se da mesma 
espécie (MAURÍCIO et al., 2000; LUKES et al., 2007). Neste estudo assumiremos a 
nomenclatura L. (L.) chagasi.  
Em decorrência da resposta imune do hospedeiro pode haver diferentes formas 
clínicas: assintomática, oligossintomática e a sintomática clássica. A primeira é 
caracterizada por sorologia negativa para leishmaniose sem manifestação clínica da 
doença, sendo a forma mais comum encontrada em áreas endêmicas (do RÊGO et al., 
2014). A forma oligossintomática ou subclínica é a forma mais freqüente da doença, 
caracterizada por sorologia positiva para leishmaniose com uma sintomatologia 
inespecífica que se manifesta por febre baixa recorrente, tosse seca, diarréia, sudorese, 
hepato ou esplenomegalia discretas. A forma sintomática clássica é a doença 
plenamente manifesta, caracterizada por manifestações clínicas exacerbadas com 
hepatoesplenomegalia e febre obrigatoriamente presentes, podendo estar associadas à 
infecção bacteriana (OLIVEIRA et al., 2010). O curso da doença depende do balanço 
da resposta do hospedeiro a infecção, ou o sistema imunológico responde de uma 
forma eficaz e controla o parasito; ou o parasito escapa da resposta imunológica 






1.2 Imunopatologia da Leishmaniose Visceral 
   
A LV é considerada uma doença imunomediada, devido à formação de altos 
níveis de anticorpos e imunocomplexos circulantes que se depositam em vários órgãos, 
causando vasculite, uveíte, glomerulonefrite e artrite (ALVES; FAUSTINO, 2004; ALVES 
et al., 2013; ORTIZ et al., 2015). O hamster experimentalmente infectado manifesta 
sinais clínicos, na sua forma clássica, semelhantes aos observados no cão e no 
humano, apresentando pancitopenia marcada por leucopenia e anemia, caquexia, 
hipergamaglobulinemia, esplenomegalia, hepatomegalia e ausência de resposta de 
células T Leishmania específicas após a infecção experimental (OLIVEIRA et al., 2004; 
GOTO; LINDOSO, 2004). Esta última disfunção tem sido atribuída à incapacidade de 
APCs em estimular células T específicas (FRUTH et al., 1993). Isto tem sido 
considerado em diversos trabalhos como elemento chave na progressão da LV no 
modelo do hamster, o que poderia reproduzir a forma grave da doença humana, bem 
como, a leishmaniose visceral canina (NIETO et al., 2011). A produção de citocinas 
proinflamatórias durante a LV ativa, não é um achado exclusivo de hamster, sendo 
também já demonstrado por alguns pesquisadores em esplenócitos de cães com 
elevação de IFN- simultaneamente a IL-10 (LAGE et al., 2007) e em células 
mononucleares do sangue periférico de pacientes com LV (PERUHIPE-MAGALHÃES et 
al., 2006). Neste sentido, a hipoplasia da polpa branca do baço, granulomas hepáticos 
e a deposição de substância amilóide secundária tanto no baço como no fígado tem 
sido relatada como as principais características histopatológicas detectadas durante a 
LV experimental em hamster (RIÇA-CAPELA et al., 2003). Também foi demonstrado 
que a infecção visceral em hamsters induz alterações nos hepatócitos, principalmente 
no sistema endomembrana, levando a distúrbios no metabolismo do fígado (VIANNA et 
al., 2002).  
Estudos recentes realizados por NIETO et al. (2011) mostraram que após a 
infecção por L. infantum por via intracardíaca, hamsters exibiram alterações 
histopatológicas graves tanto no baço quanto no fígado com o aumento da carga 





em diferentes estágios de maturação, granulomas com células gigantes parasitadas por 
amastigotas, assim como destruição da arquitetura esplênica a qual foi acompanhada 
por uma depleção linfóide. Além disso, Mathias et al. (2001) demonstraram que o 
aumento na carga parasitária no baço e fígado e dos níveis de anticorpos em hamsters 
infectados com amastigotas de L. infantum aumentou progressivamente com a 
evolução da infecção. A LV experimental é marcada pelo desenvolvimento de uma 
resposta imune órgão específica, sendo o fígado e baço os principais órgãos alvos 
atingidos (ROUSSEAU et al., 2001). O fígado é resistente a reinfecção, apresenta 
poucos danos teciduais, sendo um local onde a resolução da infecção aguda está 
associada ao desenvolvimento de granulomas inflamatórios em torno das células de 
Kupffer (STANLEY; ENGWEDA, 2007). Neste sentido, uma resposta imune eficiente em 
infecções por Leishmania no fígado depende da formação destes granulomas, processo 
dependente da produção de quimiocinas, subsequente recrutamento de monócitos e 
neutrófilos, além de linfócitos T CD4+ e T CD8+ e produção de citocinas inflamatórias 
gerando ativação das células infectadas (MURRAY et al., 2000; STANLEY; ENGWEDA, 
2007). Vale ressaltar que as células de Kupffer, que são macrófagos encontrados no 
fígado, são os principais alvos para infecção por Leishmania, possivelmente secretam 
quimiocinas após a infecção experimental, resultando no recrutamento inicial de 
monócitos e neutrófilos, críticos no controle efetivo do crescimento do parasito (SMELT 
et al., 2000).  
Na forma clássica da LV, tanto em humanos como em alguns modelos 
experimentais, a imunossupressão é uma das principais características (OSORIO et al., 
2012). A resposta celular tanto em humanos como em modelos experimentais com LV 
pode ser avaliada pelo teste cutâneo de hipersensibilidade tardia antígeno específica e 
ainda através da proliferação de células mononucleares de sangue periférico, 
esplênicas ou de linfonodos, frente a antígenos (AgT) específicos ou a mitógenos 
(principalmente concanavalina A - ConA - e fitohemaglutinina). Estudos em humanos 
mostram que durante a evolução da leishmaniose visceral plenamente manifesta pode 





mononucleares de sangue periférico a antígeno total de Leishmania (AgT) e mitógenos 
(BACELLAR; CARVALHO 2005). 
Em modelo de camundongo infectado com L. (L.) donovani a resposta imune 
frente a antígenos específicos e à mitógenos encontra-se preservada em todo o período 
de infecção. Este é um bom modelo para estudo de imunidade, porém não é ideal para 
estudo de imunossupressão, pois se observa progressão da infecção até 8 semanas, 
com posterior controle do parasito (NIETO et al., 2011). Por outro lado, hamsters 
infectados com LV mimetizam as características clínico-patológicas da doença humana 
ativa, sendo um dos melhores modelos para estudos sobre a patogênese da doença e 
imunossupressão (MELBY et al., 2001; GOTO;LINDOSO 2004; OSORIO et al., 2012) e 
para testar a eficácia de medicamentos e vacinas (SAMANT et al, 2009; KUSHAWAHA 
et al., 2011; OSORIO et al., 2012; SELVAPANDIYAN et al, 2012).  
Na LV, há evidências da predominância de resposta imune celular Th2 durante a 
doença ativa, levando a supressão da reatividade celular frente a antígenos do parasito, 
à ausência de IL-2 e IFN-, à predominância da produção da citocina IL-4 e à ativação 
policlonal de células B resultando em hipergamaglobulinemia (NYLÉN; GAUTAM et al., 
2010; SAHA et al., 2011). Alguns estudos demonstram que a incapacidade no controle 
da replicação do parasita em hamsters infectados por L. donovani está relacionada à 
ineficaz ativação de macrófagos, dado a baixa produção de IFN-(ESPITIA et al., 
2014).  
Diferente da polarização observada em modelos murinos, um padrão distinto de 
resposta Th1 e Th2 não é detectado na LV humana; nestes, a resposta imunológica 
mista Th1/Th2 é observada durante o curso da infecção, indicada pelos altos níveis 
simultâneos de IFN- e IL-10 em pacientes portadores da doença (PERUHYPE-
MAGALHAES et al., 2006). Na LV, alguns trabalhos relatam a associação entre a 
produção de IL-4 e a susceptibilidade a doença. Acredita-se que a IL-4 é um regulador 
chave na imunidade humoral e adaptativa que participa na diferenciação de células 
naive TCD4+ em células Th2 (GYAN et al., 2004). Além disso, induz uma maior 
produção de citocinas associadas a resposta imune Th2, tais como IL-5, IL-10, e IL-13, 





disso, foi demonstrado que a IL-4 e STAT6 levam a suscetibilidade ao suprimir as 
respostas imunitárias protetoras Th1, pois esta via leva ao aumento da expressão de L-
arginase (ROSAS et al., 2005; LAZARSKI et al., 2013), levando ao bloqueio da 
produção de óxido nítrico (MISHRA et al., 2014). 
1.3 Tratamento das Leishmanioses 
 
Como as vacinas contra a leishmaniose humana ainda estão sob 
desenvolvimento (PASSERO et al., 2012), à quimioterapia específica ainda é o único 
método possível de ser utilizado para eliminar parasitos, sendo os antimoniais 
pentavalentes e a anfotericina B os fármacos mais utilizados (RAFT et al., 2003; PHAM 
et al., 2013). 
 Os antimoniais pentavalentes têm sido utilizados por mais de sete décadas, e 
ainda hoje os medicamentos utilizados como primeira escolha para o tratamento de 
todas as formas de leishmaniose no homem continuam sendo os complexos de 
antimônio (TEMPONE et al., 2011). Essencialmente, dois derivados de antimônio 
pentavalente encontram-se em uso clínico desde 1945, o estibogluconato de sódio 
(Pentostam®) e o antimoniato de meglumina (Glucantime®), representados na Figura 3, 
(MARSDEN et al., 1985). 
 
                                             
Figura 3: Estrutura molecular de dois derivados de antimônio, o estibogluconato de sódio (A) e o 






O mecanismo de ação destes fármacos ainda não está completamente 
entendido. Algumas evidências sugerem que os antimoniais pentavalentes (Sb+5) são 
pró-fármacos que são convertidas no organismo se tornando biologicamente ativa a 
partir da redução em antimônio trivalente (Sb+3), sendo esta a forma mais ativa e mais 
tóxica (SHAKED-MISHAN et al., 2001). Dessa maneira a droga pode agir inibindo a 
glicólise, β-oxidação de ácidos graxos e fosforilação de ADP (RATH et al., 2003; 
MINISTÉRIO DA SAÚDE et al., 2014). Tal medicamento parece interferir também no 
metabolismo dos tióis inibindo a tripanotiona redutase (OUELLETTE et al., 2004), além 
disso, sugere-se que estes fármacos induzem a fragmentação de DNA dos parasitos, 
atuando no mecanismo da apoptose (SUDHANDIRAN; SHAHA, 2003; LIMA et al., 
2009). Alguns trabalhos também mostraram que o fármaco inibe a DNA topoisomerase 
tipo I, interferindo com o metabolismo das purinas e promovendo a depleção de ATP e 
GTP, levando dessa forma a uma redução da energia parasitária (JEAN-MORENO et 
al., 2006; ASHUTOSH et al., 2007). Outros estudos demonstram que os antimoniais são 
capazes de destruírem os parasitos através de mecanismos indiretos, pois estes 
ampliam a produção de citocinas inflamatórias, as quais aumentam a capacidade 
fagocítica de macrófagos e neutrófilos, que por sua vez produzem mais espécies 
reativas de oxigênio (MUNIZ-JUNQUEIRA et al., 2008). 
A administração dos antimoniais a pacientes por via parenteral diária requer um 
tratamento de cerca de três semanas consecutivas, hospitalização e monitoramento 
durante o tratamento. Esses fármacos administrados por esta via acabam atingindo não 
somente o parasito, mas também as células do hospedeiro infectado, caracterizando 
uma baixa seletividade e levando a uma série de efeitos colaterais locais e sistêmicos 
que acompanha sua administração, como náusea, vômitos, fraqueza, mialgia, cólicas 
abdominais, rash cutâneo, hepatotoxicidade e até mesmo cardiotoxicidade. Contudo, a 
eficácia dos antimoniais é limitada pelos tratamentos falhos, que é uma das principais 
razões que podem levar a geração de cepas resistentes ao fármaco (OLIVEIRA et al., 
2011; PHAM et al., 2013; de CARVALHO et al., 2013).Quando o tratamento primário 







Figura 4: Estrutura molecular da anfotericina B, fármaco de segunda escolha usado no tratamento 
da Leishmaniose. Fonte: Tempone et al., 2011. 
 
A anfotericina B foi isolada em 1955 de uma cepa de Streptomyces nodosus, e 
desenvolvida como medicamento antifúngico, tendo sido bastante utilizada nos anos 90 
como tratamento de leishmaniose visceral com aproximadamente 100% de efetividade 
(MURPHY et al., 2010). Tanto sua atividade terapêutica quanto os efeitos tóxicos 
derivam de sua interação com lipídeos, em particular com esteróis de membrana. Este 
fármaco se complexa com ergosterol (no caso de Leishmania) e com colesterol nas 
membranas das células de mamíferos, podendo gerar danos celulares extensivos 
(PAILA et al., 2010) através da formação de poros na membrana (CHATTOPADHYAY 
et al., 2011), ainda devido a sua afinidade com lipídios, pode haver sua incorporação 
em lipoproteínas plasmáticas, particularmente as de baixa densidade (PURKAIT et al., 
2012). Assim, a endocitose dessas lipoproteínas carreando anfotericina B pelas células 
epiteliais renais pode ser um mecanismo associado à severa nefrotoxicidade 
frequentemente observada (PURKAIT et al., 2012). 
De acordo com a literatura, a anfotericina B também pode afetar o sistema 
imune, modulando a quimiotaxia, fagocitose e produção de espécies reativas de 
oxigênio em neutrófilos e macrófagos (CUNHA et al., 2007). Devido a sua afinidade por 
membranas biológicas, a incorporação da anfotericina B em vesículas lipossomais 
(AmBisome®) melhora seu efeito terapêutico e reduz a toxicidade, uma vez que ocorre 
sua acumulação em macrófagos, contudo, o alto custo restringe seu uso em muitas 
regiões endêmicas (ABDO et al., 2003). Ainda, uma problemática associada aos 





da resistência parasitária (AL-MOHAMMED et al., 2005). A primeira indicação de 
resistência a drogas foi verificada em Bihar, Índia, uma região hiperendêmica de 
leishmaniose visceral antroponótica, onde cerca de 30% dos pacientes eram resistentes 
ao antimônio (ABDO et al., 2003). Nesta região a emergência da resistência pode estar 
associada a um uso extensivo dos antimoniais disponíveis, que levam ao uso 
subterapêutico das doses comumente empregadas, proporcionando a diferenciação de 
parasitos resistentes (SUNDAR et al., 1994). Associado a isto, o risco de transmissão 
de parasitos resistentes é elevado, pois estes são transmitidos entre humanos, através 
da picada do vetor, sem a necessidade de um reservatório animal para completar o 
ciclo. Embora exista uma série de relatos da resistência de parasitos no Velho Mundo a 
fármacos anti-Leishmania, alguns trabalhos também demonstraram que espécies do 
Novo Mundo apresentam resistência aos antimoniais, como é o caso de algumas cepas 
de L. (V.) braziliensis, (ADAUI et al., 2011), de L. (V.) panamensis (WALKER et al., 
2012) e L. (L.) amazonensis (MONTE-NETO et al., 2011), as quais são naturalmente 
resistentes ao antimônio. Em relação à anfotericina B, tem sido verificado que há raros 
casos de resistência, entretanto existem alguns relapsos após o tratamento, 
especialmente em indivíduos co-infectados com Leishmania e o vírus da 
imunodeficiência humana (HIV), o que pode contribuir ao aumento de isolados 
resistentes a este fármaco (SINGH et al., 2000). 
Do ponto de vista molecular, a resistência parasitária a fármacos tem uma forte 
associação à amplificação de genes associados às bombas de efluxo, a biossíntese 
dos folatos e ao metabolismo da glutationa, que em conjunto são capazes de reduzir o 
efeito leishmanicida de diversos fármacos, levando ao desenvolvimento de resistência 
parasitária (GUIMOND et al., 2003; MOREIRA et al., 2013). Embora os mecanismos 
associados à resistência parasitária a fármacos sejam pobremente compreendidos, 
diversos autores incriminam as proteínas da família ABC como responsáveis pela 
geração de resistência a fármacos em parasitos do gênero Leishmania. Um dos 
mecanismos moleculares associados à resistência parasitária a antimoniais ocorre 
quando o gene -glutamilcisteíno sintase é amplificado, o qual levará a formação da 





a enzima limitante para formação da espermidina. A expressão destes dois genes 
levará a montagem de um bloco proteico chamado tripanotiona que é um dos principais 
tióis reduzidos, que poderá sequestrar metais, como o antimonial e o arsênico 
(LÉGARE et al., 1997). O complexo formado é então enviado ao meio extracelular por 
bombas de efluxo dependentes de ATP, ou então sequestrado em vacúolos através dos 
transportadores intracelulares pertencentes à família de proteínas ABC, como as 
proteínas pertencentes à subfamília de glicoproteína P (GUIMOND et al., 2003). 
Outro mecanismo bastante aceito e que envolve a geração de resistência de 
Leishmania a drogas antimicrobianas e antineoplásicas envolve o metabolismo dos 
folatos. Neste caso, ocorre a superexpressão de transportadores da biopterina e 
amplificação do gene dihidrofolato redutase timidilato sintase ou da pterina redutase. 
Este conjunto proteico superexpresso possui forte atividade de folato redutase 
(OUELLETTE et al., 2002), a qual é capaz de reduzir a biodisponibilidade de 
medicamentos antimicrobianos e antineoplásicos durante a interação entre parasito e 
hospedeiro. 
O fenômeno de amplificação gênica é um mecanismo de auto-preservação 
celular observado com frequência no protozoário parasito Leshmania quando 
submetido a estímulos negativos como, por exemplo, a presença de drogas (CROFT et 
al., 2006). As alterações na permeabilidade da membrana, inativação ou sequestro da 
droga pelo metabolismo tem sido relatado como os mecanismos utilizados pela 
Leishmania para sobreviver quando em contato com compostos leishmanicidas. De 
acordo com a literatura, o aumento do número de cópias do gene não só aumenta 
diretamente o nível de expressão, mas também aumenta a probabilidade de 
aparecerem mutações pontuais, o que pode conferir vantagem para o parasito quando 
em contato com drogas leishmanicidas (CROFT et al., 2006).  
Devido aos sérios efeitos colaterais dos medicamentos comumente utilizados na 
quimioterapia das leishmanioses e à emergência da resistência parasitária a estes 
fármacos, torna-se necessário a busca por novos alvos terapêuticos, os quais 
requeiram menores ciclos de administração, sejam mais efetivos e menos tóxicos a 





tratamento da leishmaniose seria a prospecção de compostos naturais isolados de 
plantas, uma vez que uma série de moléculas já foi descrita com atividade 
leishmanicida (TOYAMA et al 2006; PASSERO et al., 2007a; MORAIS et al., 2012; 
MACHADO et al., 2012). Além disso, inúmeros compostos naturais tiveram e continuam 
tendo um grande impacto na sobrevida e no tratamento de várias enfermidades 
humanas, além de serem úteis como protótipos para a síntese de novos fármacos 
(RATES, 2001; SIMÕES et al., 2003). Esta gama de efeitos farmacológicos se deve à 
riqueza de compostos secundários contidos em seus extratos, tais como flavonóides, 
alcalóides, taninos, terpenos, entre outros (PASSERO et al., 2012).  
1.3  Produtos naturais 
 
O uso dos produtos naturais derivado de plantas iniciou-se há muitos anos por 
populações de vários países com o intuito de tratar diversas doenças e ganharam um 
importante papel na saúde mundial. Apesar dos grandes avanços observados na 
medicina moderna, nas últimas décadas, as plantas continuam sendo utilizadas e, 
estima-se que, aproximadamente 25% a 30% de todas as drogas avaliadas como 
agentes terapêuticos são derivados de produtos naturais (CALIXTO, 2005; VEIGA 
JUNIOR; MELLO, 2008). 
A busca da população por estas plantas incentivou os pesquisadores e a 
indústria farmacêutica a investirem mais nas pesquisas de novos fármacos. Com o 
objetivo de minimizar a carência de informações sobre plantas medicinais, 
pesquisadores de vários campos de conhecimentos se agruparam formando equipes 
multidisciplinares e, com o apoio da OMS realizam diversas reuniões internacionais. 
Desde a criação do “Programa de Medicina Tradicional” nos anos 70, a OMS investigam 
melhores condições para manter a qualidade, a eficácia e a segurança desses 
medicamentos (OMS, 2002; CUNHA et al., 2003). Um dos mais importantes 
documentos oriundos desse programa foi a “Estratégia da OMS para a Medicina 
Tradicional para 2002-2005”, contemplando diagnóstico, desafios e potencialidades da 





A seleção de uma planta para estudo farmacológico é um passo imprescindível 
para o estudo. A escolha pode ser feita de várias maneiras, no seu uso tradicional, no 
conteúdo químico (quimiotaxonomia), na combinação de mais de um critério ou pela 
seleção aleatória, sendo que esta não é considerada uma boa estratégia para busca de 
compostos ativos (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006). A estratégia mais comum é o 
uso das fontes naturais na medicina popular, que é conhecida como Etnofarmacologia 
(RATES, 2001; CARLINI, 2003; ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006). A abordagem das 
plantas medicinais, a partir da adoção por sociedades autóctones de tradição oral, pode 
ser útil na elaboração de estudos farmacológicos, fitoquímicos e agronômicos sobre 
elas, evitando perdas econômicas e de tempo e demonstrando que é possível planejar 
a pesquisa a partir do conhecimento tradicional sobre plantas medicinais, consagrado 
pelo uso contínuo nas sociedades tradicionais (RODRIGUES et al., 2002). Utilizando 
essa estratégia, compostos secundários isolados de extratos vegetais apresentaram 
comprovada atividade anti-Leishmania sobre formas promastigotas e/ou amastigotas 
em ensaios in vitro (CHAN-BACAB; PEÑA-RODRIGUEZ, 2001; KAYSER et al., 2003; 
ROCHA, 2005), demonstrando que esta é uma excelente estratégia para o 
desenvolvimento de protótipos a fármacos. 
As plantas apresentam uma ótima opção para o desenvolvimento de protótipos, 
pois possuem grande diversidade de compostos secundários, podem ter atividade 
imunoestimulatória e alguns ainda podem conter forte efeito contra protozoários do 
gênero Leishmania (PASSERO et al., 2007b, LAGO et al., 2011; CASTRO-DÍAZ et al., 
2012). Particularmente, os estudos com plantas do gênero Baccharis sp têm 
demonstrado uma abundância em diterpenos, triterpenos, flavonóides e cromonas em 
seus extratos brutos (LABBE et al.,1986; ZDERO et al., 1988; JARVIS et al., 1991, 
VERDI et al., 2005), os quais possuem forte potencial anti-microbiano contra bactérias, 
protozoários, fungos e vírus, além de outros efeitos farmacológicos (FOURNET et al., 







1.4  Triterpenos 
 
Os triterpenóides são o grupo mais representativo de fitoquímicos, eles 
compreendem mais de 20.000 compostos reconhecidos e são biossintetizados em 
plantas através da ciclização do esqualeno, um hidrocarboneto triterpênico e precursor 
de todos os esteroides (OLDFIELD; LIN 2012). Os triterpenos podem ser classificados 
em grupos com base em seus esqueletos estruturais, como por exemplo, cucurbitanos, 
cicloartanos, damaranos, protostanos, eufanos, friedelanos, holostanos, hopanos, 
isomalabaricanos, lanostanos, limonóides, lupanos, oleananos, protostanos, 
quassinóides, tirucalanos e ursanos (SETZER WN; SETZER MC, 2003; PETRONELLI 
et al., 2009; MULLAUER et al., 2010; HILL; CONNOLLY, 2012). Alguns exemplos 




Figura 5: Estrutura molecular de alguns de triterpenos. 
 
A diversidade de triterpenos é altamente relacionado com a sua ampla gama de 





tradicionalmente usados como anti-inflamatórios, analgésicos, hepatoprotetor, agentes 
cardiotônicos e sedativos (HILL; CONNOLLY, 2011). Outros estudos também 
demonstraram suas propriedades antioxidantes, antialérgicas, antipruriginosas, 
antiangiogênicos e antimicrobianos (SULTANA; ATA, 2008; HERNÁNDEZ et al., 2013). 
Além disso, alguns trabalhos já demonstraram que estes compostos têm um potencial 
antitumoral com uma elevada seletividade para as células tumorais, que na maioria dos 
casos induziu morte relacionada a apoptose (HSU et al., 2005; CHINTHARLAPALLI et 
al., 2007; SOROKINA et al., 2006; REYES-ZURITA et al., 2009). Devido essa ação 
específica, vários triterpenóides estão sendo avaliados na fase I de ensaios clínicos 
(PETRONELLI et al., 2009). 
O ácido oleanólico (ácido 3β-hidroxiolean-12-en-28-oico) e seu isômero, ácido 
ursólico (ácido 3β-hidroxiurs-12-en-28-oico) são triterpenóides que existem amplamente 
distribuídos na natureza e apresentam uma série de efeitos farmacológicos importantes. 
Embora isômeros constitucionais, ácido oleanólico com grupo metila na posição C20 e 
ácido ursólico com grupos metila na posição C19 e C20 (Figura 6) seus efeitos 
farmacológicos podem diferir significantemente (RÍOS et al., 2010). 
 
Figura 6: Estrutura molecular dos ácidos oleanólico (A) e ursólico (B). Fonte: Kim et al., 2014. 
 
Ácido oleanólico (AO) foi previamente isolado de quase 2000 espécies de 
plantas (FUKUSHIMA et al., 2011), e a principal fonte deste composto inclui plantas que 





Em plantas, os papéis biológicos deste composto são frequentemente associados com 
a formação de uma barreira contra a perda de água e de agentes patogénicos 
(HEINZEN et al., 1996). Além disso, as propriedades alelopáticas já foram descritos 
para este composto (SZAKIEL et al., 2003). Já o ácido ursólico (AU) compartilha uma 
co-ocorrência comum com AO em diversas espécies vegetais, no entanto, ele 
apresenta uma distribuição mais restrita quando comparada à AO (HUANG et al., 1994; 
LIU, 1995). Este composto tem sido encontrado em grandes quantidades em frutos 
pequenos (tais como cranberries), e principalmente na casca (KONDO, 2006). À 
semelhança do que é observado com AO, a função biológica do AU em plantas parece 
estar associada com proteção contra herbívoros e patógenos (VARANDA et al., 1992). 
Diversas plantas medicinais produzem e acumulam AO e AU e seus derivados 
como os seus principais metabólitos, o que pode ser diretamente relacionadas com as 
suas atividades biológicas, como mostrado na Tabela 1. Embora se tenha o atual 
conhecimento das atividades farmacológicas, estes triterpenóides foram considerados 
biologicamente inativos por um longo período, entretanto, evidências experimentais tem 
demonstrado que estes compostos possuem baixa toxicidade, e por essa razão tem 
despertado interesse destes compostos para a produção de novos produtos para tratar 
diferentes condições patológicas como inflamação, febres, problemas cardíacos e 
hepáticos (HILL; CONNOLLY 2011). 
 
Tabela 1: Atividades biológicas dos ácidos oleanólico e ursólico. 
Espécies de plantas 
(Família) 






 AO Van Ie et al., 2009 




Hepatoprotetora AO e AU Zhou et al., 2009 
Aralia chihensis 
(Araliaceae) 
Hepatoprotetora  AO Wang and Jiang,1992; 
Liu et al., 1994b 
Astilbe chinensis 
(Saxifragaceae) 
Citotóxico  AO Sun et al., 2004 
Baccharis uncinella 
(Asteraceae) 
Antileishmanial AO e AU Passero et al., 2011 







Inibição do -DNA 
polimerase 
AO e AU Deng et al., 1999 
Beta vulgaris 
(Chenopooliaceae) 
Hepatoprotetora AO Yabuchi et al., 1988 
Betula ermanii 
(Betulaceae) 
Antitumoral AO Yamaguchi et al.,2009 
Calendula officinalis 
(Compositae) 
Antifúngico AO Favel et al., 1993 
Callana vulgaris 
(Ericaceae) 
Inibição de lipoxigenase e 
cliclo-oxigenase em células 
HL-60 leucémicas 
AU Simon et al., 1992; 
Najid et al., 1992 
Centella asiatica 
(Mackinlayaceae) 
Inibição do NO AU Nhiem et al., 2011 
Chrysosplenium carnosum 
(Saxifragaceae) 
Citotóxico AO Lu et al., 2013 
Diospyros kaki 
(Ebenaceae) 
Inibição do Tirosina 
fosfatase 
AO Thuong et al., 2008 
Dysoxylum hainanense 
(Meliaceae) 
Antibactericida AO He et al., 2008 
Eclipta prostrata 
(Asteraceae) 
Atividade Antifibrotica AO Lee et al., 2008 
Embelia schimperi 
(Myrsinaceae) 
Antibactericida AO Machocho et al., 2003 
Emmenopterys henryi 
(Rubiaceae) 
Citotóxico     AU    Wu et al., 2013 
Eribotrya japonica 
(Rosaceae) 
Inibição de mutagénese 
em bactérias 
   AU Young et al., 1994 
Eucalyptus hybrid 
(Myrtaceae) 
Hepatoprotetora    AU Shukla et al., 1992 
Eucalyptus loxophleba 
(Myrtaceae) 
Antileishmanial    AU Sidana et al., 2012 
Eugenia jambolana 
(Myrtaceae) 
Inibição da peroxidação 
lipídica e proteção contra 
a toxicidade adriamicina; 
Atividade antifertilidade 
  AO  Balanehru; Nagarajan, 
1991; 1992 




Inibição α-glucosidase     AO Lai et al., 2012 
Fatsia polycarpa 
(Araliaceae) 
Citotoxico, anti-hepatitie B 
e antibactericida 
     AO Cheng et al., 2011 
Fragaria ananassa 
(Rosaceae) 
Citotóxico      AU Song et al., 2013 
Ganoderma lucidum 
(Labiatae) 
Atividade Anticariogenica     AO Hada et al., 1990 
Gentiana aristata 
(Gentianacea) 







     Promoção antitumoral 
 
         AU Ohigashi et al., 1986; 
Tokuda et al., 1986 
Glechoma hederacea 
(Labiatae) 
Inibição da carcinogenese 
induzida por Azoximetano 
em ratos; Antitumoral 
       AO Yoshimi et al., 1992; 
Ohigashi et al.,1986; 
Tokuda et al., 1986 
Ilex cornuta 
(Aquifoliaceae) 
Citotóxico         AU Wang et al., 2014 
Ilex kudincha 
(Aquifoliaceae) 
Inibição da enzima acil-
CoA colesteril acil 
transferase 
   AO Nishimura et al.,1999 
Junellia aspera 
(Verbenaceae) 
Citotóxico  AO Pungitore et al., 2007 
Lantana hispida 
(Verbenaceae) 




Anti-inflamatório         AU Ali et al., 2007 
Liquidambar formosana 
(Altingiaceae) 
Inibição do fator de 
transcrição NFAT 




hiperglicemia; inibição de 
mutagenicidade 
       AO Dai et al., 1988,1989; 
Liu et al.,1994a 




inibição da enzima C3 
convertase da via do 
complemento 
       AO Singh et al., 1992; 
Kapil et al., 1994 
Lysimachia heterogenea 
(Primulaceae) 
Citotóxico AO Huang et al., 2011 
Lysimachia parvifolia 
(Primulaceae) 
Citotóxico AO He et al.,2013 
Microtropis japonica 
(Celastraceae) 
Citotóxico AO e AU Chen et al., 2009 
Melaleuca leucadendron 
(Myrtaceae) 
Inibição da liberação de 
histamina 
      AU Tsuruga et al., 1991 
Mulgedium tataricum 
(Asteraceae) 
Citotóxico/Antibacteriano      AU Wang et al., 2006 
Nardophyllum bryoides 
(Asteraceae) 
Citotóxico AO e AU Sánchez et al., 2010 
Nauclea officinalis 
(Rubiaceae) 
Inibição da produção do 
NO 
AU Tao et al., 2012 
Nigella glandulifera 
(Ranunculaceae) 
Citotóxico  AO Tian et al., 2006 
Ocimum sanctum 
(Labiatae) 
Inibição da peroxidação 
lipídica e proteção contra 









Anti-inflamatório  AO Gupta et al., 1969 





 AO Liang et al 2013 
Liang et al., 2010 
Petasites tricholobus 
(Asteraceae) 
Antibacteriano       AU Xie et al., 2005 
Phyllanthus flexuosus 
(Euphorbiaceae) 
Inibição do DNA 
topoisomerases I e II 
 AO Wada et al., 2001 
Platycodon grandiflorum 
(Campanulaceae) 
Antiproliferativo  AO Zhan et al., 2012 
Potentilla fulgens 
(Rosaceae) 





AU Kosuge et al., 1985 
Psychotria serpens 
(Rubiaceae) 
Citotóxico para célula de 
leucemia 









  AO e AU Zeng et al., 2011 
Yan et al., 2013 
Rosmarinus ofjicinalis  
(Labiatae) 
Atividade antimicrobiana; 
Inibição da tumorigênese 
na pele do rato; Anti-
inflamatório 
    AU Collins; Charles, 1987; 
Huang et al., 1994 
Salvia miltiorrhiza 
(Lamiaceae) 
Inibição da aterosclerose    AU Steinkamp et al.,2007 
Sapindus mukorossi 
(Sapindaceae) 
Anti-inflamatório     AO Takagi et al., 1980 
Siphonodon celastrineus 
(Celastraceae) 
Citotóxico   AO e AU  Niampoka et al., 2005; 
Zhang et al., 2013 
Kaweetripob et al.,2013; 
Saprosma merrillii 
(Rubiaceae) 
Citotóxico    AU Ma et al., 1986 
Solanun incanum 
(Solanaceae) 
Hepatoprotetora    AU Lin et al., 1988 
Symplocos lancifolia 
(Symplocaceae) 




Hepatoprotetora    AO Human Med Inst, 1975, 
1977; Ma et al., 1982 
Swertia japonica 
(Gentianaceae) 
Hepatoprotetora    AO Hikino et al., 1984b 
Terminalia arjuna 
(Combretaceae) 







Citotóxico AO Manosroi A et al., 2013 
Teucrium viscidum 
(Lamiaceae) 
Inibição das atividades 
contra 11β-HSD1 
AU Hao et al., 2013 
Tetrapanax papyriferum 
(Araliaceae) 
Hepatoprotetora AO Hikino et al., 1984a 
Tinospora sagittata 
(Menispermaceae) 




Hepatoprotetora AU Gan; Lin, 1988 
Uncaria laevigata 
(Rubiaceae) 
Inibição do α-glucosidase  AO e AU Wang et al., 2013 
Uncaria sessilifructus 
(Rubiaceae) 
Inibição de atividades 
contra a produção de 
óxido nítrico por LPS em 
macrófagos RAW264 
 AO e AU Zhang MJ et al., 2013 
Vladimiria muliensis 
(Asteraceae) 
Antimicrobiano AU Chen et al., 2008 
Viburnum chingii 
(Adoxaceae) 
Citotóxico AO Chen et al., 2011 
Weigela subsessilis 
(Caprifoliaceae) 
Tratamento do diabetes 
anti-complementar 
AU Lee et al., 2010 
Thuong et al., 2006 
 
 
Em relação à atividade parasitária in vitro, já foi demonstrado que o AO e AU 
exerceram atividade contra diferentes espécies de protozoários, tal como Plasmodium 
falciparum (STEELE et al., 1999; VALADARES, 2009; CURSINO et al., 2012) e 
Trypanossoma cruzi (LEITE et al., 2001; CUNHA et al., 2003; TAKETA et al., 2004), 
cujas CE50s apresentadas indicam o potencial destes compostos como futuros 
medicamentos protótipos contra as doenças parasitárias. Em particular, o AU com 
ocorrência no gênero Baccharis sp e também em outras famílias, apresenta a maior 
atividade contra as formas amastigotas de Leishmania e também para outros 
protozoários, como os do gênero Trypanossoma em experimentos in vitro, entretanto 
alguns resultados têm indicado a possibilidade do terpeno agir em conjunto com outros 
terpenos, além de apresentar baixa citotoxicidade (GRAZIOSE et al., 2012; BERO et al., 
2013). Neste sentido, nosso grupo também realizou estudos in vitro com extratos 
purificados oriundos das folhas de Baccharis uncinella (PASSERO et al. 2011). No 





amastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis, além disso, foi realizado testes 
de  citotoxicidade  em macrófagos  da  linhagem  J774  e quantificação da produção  de  
óxido nítrico. As frações ativas para os testes foram submetidos ao fracionamento, onde 
se obteve quatro frações majoritárias, sendo uma mistura constituída por ácido 
oleanólico e ácido ursólico, um flavonóide (pectolinagerina) e dois derivados C6C3 
(ácidos cafeico e ferúlico) com suas estruturas confirmadas por ressonância magnética 
nuclear. A mistura composta pelo AO+AU e a fração contendo o flavonóide 
pectolinagerina demonstraram de baixa a média citotoxicidade em macrófagos da 
linhagem J774 e uma alta atividade anti-Leishmania sobre formas amastigotas de L. (L.) 
amazonensis e L. (V.) braziliensis. Além disso, macrófagos infectados tratados com a 
mistura produziram quantidades moderadas de NO, sugerindo um efeito leishmanicida 
direto e indireto na resolução da infecção intracelular. Estudo realizado por Tan et al, 
(2002) demonstrou que o triterpeno AU extraído das raízes de Salvia cilicica foi 
principalmente ativo contra formas amastigotas de L. (L.) donovani e L. (L.) major, com 
CE50 de 12,7 nM e 7,0 nM, respectivamente. Esses valores foram comparados com a 
droga padrão, Pentonstan, cujo CE50 foi de 10,6 nM e 9,8 nM contra as mesmas 
espécies de parasitos, respectivamente. 
Estudos experimentais in vivo também demostraram que tais triterpenos 
possuem potencial anti-parasitário (da SILVA et a., 2013). Neste sentido, foi 
demonstrado que o AU diminuiu consideravelmente o parasitismo de camundongos 
BALB/c infectados com T. cruzi quando tratados com doses experimentais de 2 
mg/kg/dia (CUNHA et al., 2006). Outros trabalhos também evidenciaram o potencial 
tripanossomicida in vivo do AO e AU, os quais além de diminuir a parasitemia não 
alteraram significantemente os marcadores hepáticos, renais e biliares dos animais 
submetidos ao tratamento com 20 e 50 mg/kg, indicando que não são tóxicos aos 
animais experimentais (FERREIRA et al., 2010).  
Recentemente, estudos in vivo realizados pelo nosso grupo com a fração obtida 
de B. uncinella também foram efetuados usando o modelo experimental para 
leishmaniose tegumentar (YAMAMOTO et al., 2014). Nesse estudo, os animais foram 





mg/kg e 10 mg/kg da mistura triterpênica, bem como com 10 mg/kg de anfotericina B. O 
tratamento com a fração demonstrou uma diminuição dos tamanhos de lesões, bem 
como a eliminação do parasitismo cutâneo para ambos os grupos tratados com a fração 
da mistura dos ácidos triterpênicos, sendo este efeito comparado ao tratamento com 
anfotericina B. Além disso, não foram observados efeitos tóxicos em cortes histológicos 
dos seguintes órgãos: coração, rins, pulmões, fígado e baço. 
Baseado nas atividades antiparasitárias do AO e AU, e considerando poucos 
relatos da ação leishmanicida destes triterpenos na LV, o presente estudo visa avaliar 
estes candidatos a fármacos nas infecções in vitro e in vivo causadas por L. (L.) 
chagasi. 
2. OBJETIVOS  
Objetivo geral: 
O objetivo geral desse trabalho é avaliar a ação dos triterpenos ácido oleanólico 
e ursólico em formas promastigotas e amastigotas de L. (L.) chagasi, bem como avaliar 
o potencial terapêutico do ácido ursólico na leishmaniose visceral experimental. 
 Objetivos específicos:  
A) Avaliar o efeito leishmanicida do AO e AU contra formas promastigotas e 
amastigotas de L. (L.) chagasi; 
B) Analisar alterações ultraestruturais e possível mecanismo de ação induzido pelo 
AU em formas promastigotas de L. (L.) chagasi;  
C) Analisar o potencial terapêutico do AU em hamsters experimentalmente 
infectados com L. (L.) chagasi; 
D) Analisar as alterações histopatológicas do fígado e do baço em hamsters 
experimentalmente infectados com L. (L.) chagasi; 
E)  Analisar as alterações das respostas imune celular e humoral dos animais 





F) Analisar a expressão de genes de resistência (MRPA e PTR1) in vivo; 
G) Avaliar a toxicidade do AU em hamsters saudáveis através de análises 
histopatológicas e bioquímicas; 
 
3. MATERIAIS E MÉTODOS  
3.1  Procedimentos gerais 
3.2  Obtenção dos ácidos oleanólico e ursólico 
 Os ácidos oleanólico e ursólico foram obtidos comercialmente da empresa 
Cayman, EUA. O grau de pureza e sua identificação estrutural foram confirmados pelo 
Prof. Dr. João Henrique G. Lago, da UNIFESP, campus Diadema, por Ressonância 
Magnética Nuclear (RMN) de 1H e 13C. Os espectros de RMN de 1H e 13C foram 
registrados em espectrômetros utilizando o equipamento Bruker Advance 300 
(operando em 300 MHz para o núcleo de 1H e a 75 MHz para o núcleo de 13C). Os 
espectros foram obtidos em deuteroclorofórmio (CDCl3) ou dimetilsulfóxido deuterado 
(DMSO-d6) da marca Tedia, utilizados como solventes e padrões de referência interna. 
Para os testes em cultura celular, os ácidos oleanólico e ursólico foram solubilizados em 
DMSO (Sigma). Foram montados controles contendo apenas soluções veículos, que 
nunca excederam 1-2% do volume final de cultivo. A anfotericina B foi adquirida da 
empresa Cristália, e foi solubilizada em água de injeção como grupo controle. 
3.3  Animais experimentais  
Hamsters (Mesocricetus auratus), com oito semanas de idade, foram obtidos no 
Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. Os 
experimentos foram realizados em conformidade com as normas da Comissão para 
análise de projetos de pesquisas do HCFMUSP (CEUA), sob o número de protocolo 
259/13 e pelo CEUA da UNIFESP, sob o número 955422. Os animais foram mantidos 





ambiente com ventilação, ração e água ad libitum. Para realização de todos os 
experimentos foram utilizados no total 100 animais. 
3.4  Parasitos  
Para o presente estudo foi utilizada a espécie L. (L.) chagasi (MHOM/BR/72/cepa 
46), que foi caracterizada no Instituto Evandro Chagas, Pará – Brasil. Os parasitos 
foram inoculados na cavidade peritoneal de hamsters (Mesocricetus auratus). Após 
cerca de 60 dias de infecção, os animais foram sacrificados em câmara de CO2, sendo 
feito o maceramento do baço de hamsters para isolamento e expansão dos parasitos, 
realizado a 25ºC em meio 199 (Sigma), suplementado com 10% SFB, 50000UI/mL de 
penicilina, 50 g/mL de estreptomicina e 2% de urina humana. Em todos os 
experimentos foram utilizadas formas promastigotas em fase estacionária de 
crescimento, que foram obtidas após 5 a 6 dias de cultivo. 
3.5  Produção de antígeno total e solúvel de formas promastigotas de L. (L.) 
chagasi 
Formas promastigotas, em fase estacionária de crescimento, foram lavadas três 
vezes em PBS, 3000 rpm, 10 minutos, 4ºC. Após a última lavagem o sobrenadante foi 
descartado e adicionado ao pellet cerca de 300 L de tampão de lise, constituído por 20 
mM de Tris-HCl, 40 mM de NaCl e 10 mM de EDTA (pH 7,3). Em seguida os parasitos 
foram submetidos a três ciclos de congelamento em nitrogênio líquido e 
descongelamento a temperatura ambiente. Uma alíquota deste material foi nomeado de 
antígeno bruto (AgT) e utilizado para os experimentos de linfoproliferação. Para 
produção do antígeno solúvel, a outra parte do AgT foi submetida à centrifugação por 
30 minutos, 12000 rpm, 4ºC. Após esse período, o sobrenadante foi coletado (antígeno 
solúvel) e utilizado nos experimentos para avaliar a resposta imune humoral dos grupos 
experimentais. A concentração de proteínas foi estimada em ambos os antígenos de 
acordo com o método de Bradford, usando kit comercial (BioRad). A concentração de 
proteínas foi estimada utilizando uma curva padrão constituída por albumina bovina na 





3.6  Análises in vitro 
3.6.1 Atividade antipromastigotas dos triterpenos 
Em placas de cultura celulares de 96 poços, cerca de 3x106 promastigotas/mL de 
L. (L.) chagasi foram plaqueadas juntamente com diferentes concentrações do AU e AO 
(faixa de concentração: 50 g/mL a 0,781 g/mL – diluição seriada de 1:2), e como 
controle positivo, foi utilizado o fármaco padrão anfotericina B, na faixa de 
concentração: 10 g/mL a 0,156 g/mL. Os parasitos foram incubados overnight a 
25ºC. Após o período, as placas foram centrifugadas a 4000 rpm, 10ºC por 10 min e o 
sobrenadante foi descartado. Em seguida, foram efetuadas três lavagens com 200 L 
de PBS para garantir a retirada das drogas dos poços, procedendo com o teste de 
viabilidade celular. Para isto, foi adicionado cerca de 50 L de uma solução estéril de 
contendo 4,0 mg/mL  de  brometo  de  3-(4,5-Dimetilltiiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio  
(MTT) nos poços contendo as formas promastigotas, sendo incubadas por 4h a 25ºC. 
Após este periodo foi adicionado foi adicionado 50µL de solução de PBS contendo 10% 
de dodecil sulfato de sódio  (SDS)  para  solubilizar  membranas  biológicas  e liberar do 
meio intracelular o formazan convertido pelos parasitos. Após 18h de incubação a 25ºC, 
as placas foram lidas no comprimento de onda de 595 nm no leitor de ELISA. Então, foi 
montado uma tabela a partir dos gráficos contendo curvas do tipo dose-resposta com o 
uso do programa GraphPad Prism 5.0, e a CE50 foi estimada.  
3.6.2 Infecção in vitro e quantificação de NO e H2O2 
A linhagem macrofágica J774 foi cultivada em incubadora de CO2 a 37ºC por 5 
dias. Após esse período as células foram centrifugadas três vezes com PBS estéril, a 
1000 rpm, 10 minutos, 4ºC e então, realizou-se a contagem em câmara de Neubauer 
com azul de trypan (na diluição de 1:10 – 20 L da suspensão celular e 180 L de 
Trypan blue). As células foram ajustadas a uma concentração de 106 macrófagos/mL 
em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de L-glutamina, 





em lamínulas redondas estéreis. Estas células foram acondicionadas em estufa a 37ºC, 
5% de CO2 por aproximadamente 120 minutos para adesão de macrófagos. Em 
seguida, cada lamínula foi lavada três vezes com PBS a temperatura ambiente para 
retirar células não aderidas. Tais lamínulas foram adicionadas em placas de 24 poços. 
Para a infecção experimental in vitro, formas promastigotas de L. (L.) chagasi em fase 
estacionária de crescimento foram lavadas em R10 por 3 vezes, e ajustadas a uma 
razão de 10 promastigotas/macrófago e 1 mL da solução de parasitos foi adicionada a 
cada poço. Nos poços controles foram adicionados apenas 1 mL de RPMI 1640 
completo. Após 24h de infecção lavou-se os poços com PBS 1X para retirar formas 
promastigotas que não foram internalizadas. Após lavagem adicionou aos poços 1 mL 
de meio R10 e em seguida adicionou-se os compostos nas concentrações de 1,25 
g/mL, 2,5 g/mL, 5 g/mL e 10 g/mL de ácido ursólico e 1 g/mL de anfotericina B. 
Após 24h de tratamento, os sobrenadantes dos macrófagos infectados e controles 
foram coletados e congelados imediatamente a -80ºC para posterior dosagem de óxido 
nítrico (NO) e peróxido de hidrogênio (H2O2). As lamínulas foram então lavadas três 
vezes com PBS, secas à temperatura ambiente, fixadas com metanol e coradas com 
Giemsa, sendo então montadas sob lâminas. As células foram observadas a um 
aumento de 1000x sendo então contados cerca de 100 macrófagos/lamínula e o índice 
de infecção foi calculado de acordo com a fórmula: 
 
A concentração de óxido nítrico foi determinada nos sobrenadantes dos 
diferentes grupos de macrófagos utilizando o kit Measure-IT™ High-Sensitivity Nitrite 
Assay (LifeTech), de acordo com o método descrito pelo fabricante, utilizando o nitrito 
de sódio como padrão. A concentração de peróxido de hidrogênio foi estimada no 
sobrenadante das células, com o kit Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase 
Assay, utilizando a metodologia descrita pelo fabricante (LifeTech), a curva padrão foi 





3.6.3 Microscopia eletrônica de transmissão 
Formas promastigotas de L. (L.) chagasi foram plaqueadas a 3x107 
promastigotas/mL em placas estéreis de 96 poços em meio 199 (Sigma) juntamente 
com a concentração de ácido ursólico que elimina 50% da população parasitária (CE50), 
que para o ácido ursólico foi estimada em 1,80 g/mL. O grupo controle foi incubado 
apenas com meio de cultura e solução veículo (DMSO, nunca excedendo 1% v/v). 
Estes parasitos foram cultivados overnight a 25ºC, e em seguida a placa foi 
centrifugada a 3000 rpm, 4ºC por 10 min e lavadas três vezes com PBS. Em seguida os 
pellets parasitários foram ressuspendidos em solução de ácido tânico 0,1% dissolvido 
em glutaraldeído 2,0% em tampão fosfato 0,15 M pH 7,2, e incubados por 1h a 4ºC. Em 
seguida foram pós fixados em solução de tetróxido de ósmio 1% diluído em salina e 
contrastados em solução de acetato de uranila 0,5% em salina por 12h e então as 
amostras foram incluídas em resina araldite. Seções ultrafinas (70 nm) foram obtidas 
com a utilização do ultramicrótomo Reichert, submetidos à contrastação dupla por 
acetato de uranila 2% e por citrato de chumbo 0,5%. O microscópio eletrônico de 
transmissão Jeol 1010 foi utilizado para observação das amostras.  
3.6.4 Avaliação da apoptose em promastigotas tratadas com ácido ursólico  
Para avaliar se o mecanismo de ação do ácido ursólico era baseado em 
apoptose, formas promastigotas de L. (L.) chagasi foram plaqueadas a 3x107 
promastigotas/mL em placas estéreis de 96 poços e incubadas com a concentração de 
ácido ursólico que eliminam 50% da população parasitária (CE50 = 1,8 g/mL) e também 
foi incubada com uma concentração de 5,0 g/mL. O grupo controle foi incubado 
apenas com meio de cultura e solução veículo (DMSO, não excedendo 1% v/v). Como 
controle positivo de apoptose formas promastigotas foram incubadas com peróxido de 
hidrogênio (CE50 = 0,4 g/mL). Estes parasitos foram cultivados overnight a 25ºC, e em 
seguida a placa foi centrifugada a 3000 rpm, a 4°C por 10 min e lavadas três vezes com 
PBS. Em seguida, procedeu-se com a marcação através do kit comercial FITC Annexin 





instruções do fabricante. Como o peróxido de hidrogênio é um indutor de apoptose em 
Leishmania sp. (DAS et al., 2001) parasitos incubados com este reagente foram mono e 
duplamente marcados com Anexina V e/ou iodeto de propídio (PI) para calibração do 
citômetro e realização da compensação das amostras. Este ensaio consiste na ligação 
eficiente da proteína anexina V aos resíduos do fosfolipídio fosfatidilserina. Na célula 
viável, estes resíduos se encontram na face interna da membrana plasmática. 
Entretanto, quando o processo de morte celular programada (apoptose) é iniciado, 
estes resíduos são rapidamente translocados para a face externa da membrana, 
permitindo a ligação da proteína anexina V. O PI, marcador padrão de viabilidade, é 
usado para distinguir células viáveis de não viáveis, uma vez que células viáveis com 
membrana intacta são impermeáveis ao corante, enquanto que membranas de células 
mortas ou danificadas são permeáveis. Além disso, o PI é usado em conjunto com a 
anexina V para permitir a identificação de células em estágio inicial e final de apoptose 
(SAUDAGAR P; DUBEY VK., 2014). Portanto, neste ensaio é possível determinar a 
proporção de células vivas (anexina V- /PI-); células em estágio inicial de apoptose 
onde ocorre apenas a exposição da fosfadilserina (PS) na face externa da membrana 
plasmática com consequente marcação com a anexina V (anexina V+ /PI-); células em 
estágio tardio de apoptose ou em necrose onde além da exposição da PS, a membrana 
plasmática sofre colapso e se torna permeável ao PI, fazendo com que a célula possua 
dupla marcação (anexina V+ /PI+). Após ajustes de tensão do citômetro Fortessa, cerca 
de 106 eventos foram adquiridos, e as amostras foram avaliadas utilizando o software 
FlowJo 10 para Mac.  
3.7 Experimentos in vivo 
3.7.1 Infecção e tratamento experimental  
 Foram montados cinco grupos experimentais por experimento, contendo cada 
grupo quatro hamsters. Estes animais foram inoculados intraperitonealmente com 100 
µL da suspensão de parasitos (2x107 promastigotas de L. (L.) chagasi), exceto o grupo 
controle saudável, que foi injetado apenas com PBS. Após 60 dias da infecção, foi 





peso corporal, pela rota intraperitoneal, durante 16 dias consecutivos. Além do grupo 
controle saudável foram montados dois grupos controles infectados, sendo que um 
deles foi tratado com a droga padrão anfotericina B (5,0 mg/kg), concentração 
encontrada na literatura e tomada como base no tratamento de hamsters com 
leishmaniose (CORRAL et al., 2014), e outro grupo foi apenas injetado com a solução 
veículo das drogas utilizando a mesma rota (PBS + DMSO nunca excedendo 1% v/v). 
Após 15 dias da última injeção, os animais foram sacrificados em câmara de CO2, e o 
sangue, baço e fígado foram coletados para realização de experimentos relacionados 
ao parasitismo esplênico e hepático, às alterações histopatológicas, imunológicas 
(linfoproliferação, expressão de IFN-IL-10 e IL-4níveis de NO, H2O2, 
imunoglobulinas) e de genes associados a resistência parasitária. Estes conjuntos de 
experimentos foram repetidos quatro vezes, tendo sido analisados no total 80 animais. 
3.7.2 Determinação da carga parasitária  
A carga parasitária dos animais infectados por L. (L.) chagasi foi analisada através 
de diluição limitante (PASSERO et al., 2010). Animais pertencentes aos grupos 
experimentais foram anestesiados com solução de tiopental (1 mg/100 µL) e então 
sangria branca foi efetuada através de punção cardíaca. Em seguida, fragmentos de 
baço e fígado foram coletados e pesados. Estes materiais foram macerados, diluídos a 
1:1000 em meio 199 (Sigma), suplementado com 10% SFB, 50000 UI/mL de penicilina, 
50 g/mL de estreptomicina e 2% de urina humana, e 200 µL desta solução foi 
adicionada em poços de placa de 96 poços estéreis em quadruplicata. Então foram 
realizadas diluições seriadas (1:4) deste material em dodeplicata, nas próprias placas. 
Estas placas foram vedadas para evitar evaporação e incubadas a 25ºC, por 15 dias, 
para que as amastigotas viáveis se diferenciassem em promastigotas. Após o período 
citado, cada placa foi observada e a maior titulação em que foi possível observar formas 
promastigotas foi anotada e a concentração de formas promastigotas/massa de cada 






   A carga parasitária foi normalizada considerando que a média do parasitismo 
esplênico e hepático do grupo controle era de 100%. 
 
3.7.3 Análise histopatológica e imunoistoquímica 
 Fragmentos do baço e fígado foram coletados, corretamente identificados e 
acondicionados em formol tamponado 10% para fixação dos fragmentos. Estas biópsias 
foram processadas pelas técnicas usuais de histologia, e cortes histológicos de 6m 
foram corados pela hematoxilina e eosina (HE) e observadas à microscópia de luz para 
a caracterização das alterações teciduais.  
Para evidenciar as formas amastigotas, cortes de baço e fígado foram 
submetidos à reação de imunoistoquímica (IHC) de acordo com Moreira et al., 2007. 
Para isso, as lâminas com os respectivos cortes histológicos foram desparafinizados em 
xilol por 15 minutos à temperatura ambiente, logo após foram hidratados passando por 
cubas de álcool absoluto, 70%, 50%, 30% e água, seguido por recuperação antigênica 
com tampão citrato 10 mM, pH 6,0 a 95ºC por 30 minutos em banho maria, seguido de 
20 minutos para resfriamento, cerca de 50ºC. As lâminas foram retiradas do tampão 
citrato e foram feitas seis incubações de cinco minutos com peróxido de hidrogênio 3% 
para bloqueio da peroxidase endógena. Para bloqueio de ligações inespecíficas foi 
realizada uma incubação com leite desnatado (Molico-Nestlé) por uma hora a 37ºC. 
Posteriormente, adicionou-se aos tecidos anticorpo primário, soro de camundongos 
BALB/c cronicamente infectados com L. (L.) amazonensis na diluição de 1/1000 em 
solução de albumina bovina a 1% em PBS. Os cortes foram incubados em câmara 
úmida, overnight a 4ºC. Posteriormente, as lâminas foram lavadas três vezes por cinco 
minutos cada com PBS e 0,05% de Tween 20 (PBST), seguido pela adição do 
anticorpo secundário monoclonal biotinilado específico do Kit LSAB+System-HRP 
(K0690 – DakoCytomation) para os cortes de baço e para os cortes do fígado foi 





seguindo com a incubação por 45 minutos a 37ºC. Após este período, foram feitas três 
lavagens de cinco minutos com PBS-T, seguido pela adição de estreptoavidina 
conjugada a peroxidase do Kit LSAB + System-HRP (K0690 – DakoCytomation) nos 
cortes de baço e nos os cortes de fígado adicionou-se o polímero Novolink (RE7260-K–
Novocastra), e incubou-se por 45 minutos a 37ºC. Após esse período foram feitas mais 
três lavagens com PBS-T por cinco minutos, seguido por incubação de 5 minutos a 
temperatura ambiente com uma solução de diaminobenzidina (DAB) com sistema 
cromógeno substrato – K3468 – DakoCytomation). A reação foi interrompida pela 
adição de água destilada, sendo lavadas com mais água destilada para retirar o 
excesso da solução de DAB. As lâminas foram contra coradas com hematoxilina de 
Harris por dois minutos a temperatura ambiente, desidratadas passando por cubas de 
álcool 50%, 80%, 95%, álcool absoluto e xilol, em seguida montadas com lamínulas 
utilizando-se Entellan. 
3.7.4 Análise da profileração celular 
Realizou-se o teste de proliferação celular para verificar se as células extraídas 
dos baços dos animais tratados eram capazes de proliferar mediante estimulação 
específica. Para isto, um fragmento do baço de cada animal foi macerado e os 
eritrócitos foram lisados utilizando tampão de lise (150 mM de NH4Cl, 7 mM de K2HCO3 
e 0,01 mM de EDTA). Em seguida, as células foram ajustadas a uma concentração de 
5x105 célula/poço e adicionadas a placas de 96 poços estéreis. Estas células então 
foram estimuladas com antígeno total (AgT) de formas promastigotas de L. (L.) chagasi 
(10 g/poço) e com concanavalina A (1 g/poço), um mitógeno específico, como 
controle positivo de proliferação. Também foi feito controles negativos, sem estímulo. 
Então foram cultivadas em estufa umidificada a 37ºC, 5% CO2, por 48h. Após este 
período, as placas foram centrifugadas a 1000 rpm, 10 min, 4ºC, o sobrenadante 
coletado e estocado a -80ºC. Em seguida, foi adicionado o reagente PrestoBlue para 
mensuração da proliferação celular através da oxidação da resazurina. As placas foram 
lidas em espectrofluorímetro, com excitação e emissão a 570 e 620 nm, 





valor da fluorescência dos poços não estimulados extraídos daqueles estimulados com 
antígeno total. 
3.7.5 Quantificação da expressão relativa de IFN-, IL-10 e IL-4 
Fragmentos de baço de aproximadamente 10 mg (Item 3.6.1), e células (5x105 
células) cultivadas sob estímulos (item 3.6.4) tiveram seus RNAs mensageiros 
extraídos, utilizando um kit comercial RNeasy Mini Kit (Qiagen), sendo o protocolo 
efetuado de acordo com as instruções do fabricante. As amostras de RNA foram 
desnaturadas durante 5 min a 65 °C e posteriormente seus cDNAs foram sintetizados 
através da reação de transcrição reversa, utilizando o kit SuperScript® VILO™ cDNA 
Synthesis, de acordo com protocolo o descrito pelo fabricante (Invitrogen), partindo de 1 
g de RNA mensageiro. Após obtenção do cDNA, a expressão relativa de IFN-, IL-10 e 
IL-4 foram quantificados utilizando a expressão do gene -actina como controle 
endógeno. A reação de qPCR foi efetuada utilizando o kit GoTaq® qPCR Master Mix  
(Promega), utilizando a metodologia descrita pelo fabricante, sendo a concentração dos 
primers de 25 nM. Os primers utilizados foram IFN-, IL-10, IL-4 e -actina conforme 
demonstrado na Tabela 2. 
Tabela 2: Lista de Primers utilizados foward (FW) e reverse (RV) com seus respectivos números de 







Anteriormente a realização de qPCR, foram realizadas reações de PCR 
convencionais para avaliar especificidade dos primers. Posteriormente, reações para 
cada primer foram otimizadas em relação as concentrações de primers e eficiência de 
amplificação. As eficiências de amplificação sempre estiveram acima de 90%, por esta 
razão a expressão gênica foi calculada de acordo com Livak; Schmittgen (2001), 
utilizando a expressão e = (2
-Ct). 
3.7.6 Avaliação da resposta imune humoral  
Para avaliar a resposta imune humoral dos grupos experimentais, placas de 
ELISA de 96 poços de alta ligação (Costar) foram sensibilizadas com o antígeno solúvel 
das formas promastigotas de L. (L.) chagasi a uma concentração de proteínas de 1,0 
g/poço em tampão carbonato-bicarbonato, pH 9,6 (100 mM NaHCO3; 6 mM Na2CO3), 
por 18h a 4oC. Após este período, as placas foram lavadas três vezes em tampão 
fosfato, pH 7,4 (137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 8,1 mM Na2PO4; 1,76 mM KH2PO4) com 
0,05% de Tween 20 (PBST), e bloqueadas com leite desnatado a 10% diluído em PBS 
por 120 min a 37oC. As placas foram lavadas por mais 3 vezes com PBST, e em 
seguida 100 L dos soros dos grupos experimentais previamente diluidos (1:1000 e 
1:2000 para IgG total e IgG2a respectivamente) foram adicionados aos poços por 60 
min a 37oC. Controle positivo da reação foi montado usando soros de animais 
cronicamente infectados com L. (L.) chagasi. Os soros dos animais saudáveis foram 
utilizados como controles negativos das reações. Para cada placa, o ponto de corte ou 
“cut off” foi estabelecido a partir da média e desvio padrão das leituras de absorbância 
de nove soros de hamsters não infectados. 
Após o período citado, as placas foram novamente lavadas 3 vezes com PBST, 
seguido pela adição de anticorpo secundário anti-IgG total e anti-IgG2a de hamster 
produzido em cabra e conjugado com peroxidade alcalina (Southernbiotech) na diluição 
de 1:10000 e 1:16000 respectivamente por 60 minutos a 37oC. Após este passo, foram 
efetuadas lavagens das placas com PBST, e então foi adicionado aos poços o 





min. Após esse periodo a reação foi bloqueada pela adição de 50 L/poço de ácido 
sulfúrico (H2SO4), 2N. A placa então foi lida em leitor de ELISA a 450nm. 
 
3.7.7 Quantificação de NO e H2O2  
O NO e o H2O2 foi quantificado nos sobrenadantes obtidos da cultura celular de 
macrófagos infectados submetidos ao tratamento, de esplenócitos estimuladas ou não 
com AgT ou ConA bem como do soro dos animais experimentais. Estas quantificações 
foram efetuadas de acordo com a metodologia descrita pelo fabricante dos kits 
Measure-iT ™ High-Sensitivity Nitrite Assay e Amplex® Red Hydrogen 
Peroxide/Peroxidase Assay (Invitrogen). 
3.7.8 Avaliação de genes associados a resistência (in vivo) 
Estes experimentos foram realizados no Instituto de Higiene e Medicina Tropical 
da Universidade Nova de Lisboa, sob a supervisão da Profª. Drª. Gabriela Santos-
Gomes. O DNA genômico foi purificado a partir de fragmentos de baço dos diferentes 
grupos experimentais de acordo com o protocolo do fabricante do kit de extração 
(Fermentas). Os genes analisados foram transportador ABC-tiol (MRPA) e Peteridina 
redutase 1 (PTR1). O gene normalizador utilizado foi o da polimerase 1 (POL1) de cópia 
única no genoma de Leishmania, o gene para a subunidade catalítica alfa da DNA 
polimerase. 
Para as reação de PCR em tempo real (qPCR), foram utilizadas curvas padrões 
constituídas pelos respectivos genes inseridos no plasmídeo POL1, MRPA, PTR1. Os 
primers utilizados foram previamente selecionados e as reações otimizadas pelo grupo 







Tabela 3: Lista de Primers utilizados foward (FW) e reverse (RV) com seus respectivos números de 




Para a quantificação absoluta, curvas de calibração para cada gene foram feitas 
usando os plasmídeos com o fragmento de inserção. O DNA plasmideal foi quantificado 
e, para cada gene foram feitas diluições seriadas a partir de 250 pg/mL a 0,016 pg/mL 
em água ultra-pura. As amostras de DNA foram analisadas em duplicata para cada 
gene. As reações de qPCR foram feitas utilizando 2 L de DNA dos diferentes grupos 
infectados e tratados. Em seguida, adicionou-se 18 L de SensiFAST SYBR Lo-ROX 
(Bioline) conjuntamente com os pares de primers (10pM) descritos na tabela I, de 
acordo com a metodologia descrita pelo fabricante do kit.  
A amplificação foi realizada no equipamento Applied Biosystems (Applied 
Biosystems) e as condições foram as seguintes: 95°C a 10 min para a desnaturação 
completa de DNA, 40 ciclos de 15 segundos a 95°C; 30 segundos para cada primer à 
TAN para cada gene específico (Tabela 3) para o anelamento e extensão, e para a curva 
de melting 90 ciclos de 10 segundos, com temperatura inicial de 50°C com um 
incremento de 0,5ºC a cada ciclo. 
Os níveis de fluorescência de cada amostra foram analisados em tempo real pelo 
termociclador e a quantidade de fragmento de DNA calculada em comparação com as 
curvas de calibração para cada gene. O número de cópias foi calculado como se segue, 
sendo 9.1x1011 a quantidade de pares de bases de DNA em 1 g de DNA e 3015 é o 






3.7.9 Avaliação da toxicidade do ácido ursólico 
 
Hamsters saudáveis com idade e massa corporal equivalente a dos animais 
pertencentes ao grupo infectado foram tratados intraperitonealmente com 1,0 e 2,0 
mg/kg de ácido ursólico por 16 dias consecutivos. Além do grupo saudável injetado 
apenas com solução veículo das drogas (PBS + DMSO nunca excedendo 1% v/v), um 
grupo foi tratado com 5,0 mg/kg de anfotericina B, cada grupo foi composto por cinco 
hamsters, sendo utilizado no total 20 animais. Após quinze dias da última injeção, os 
animais foram sacrificados em câmara de CO2, o sangue foi coletado por punção 
cardíaca para análises bioquímicas, e os órgãos (baço, fígado, rim, pulmão e coração), 
foram coletados, processados histologicamente e corados através de HE.  
Utilizando o soro dos diferentes grupos foram realizadas avaliações da função 
hepática através de dosagens de alanina amino transferase (ALT) e aspartato amino 
transferase (AST) (Sigma-Aldrich). A função renal foi avaliada através de dosagem 
sérica de ureia (Sigma-Aldrich) e creatinina (Labtest). Para essas análises o padrão 
utilizado foi o grupo saudável em que todas as avaliações bioquímicas foram realizadas 
de acordo com a metodologia descrita pelo fabricante.  
4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Todos os experimentos foram repetidos quatro vezes, exceto a análise de 
toxicidade que foi realizada uma única vez. Os resultados foram expressos como a 
média aritmética ± desvio padrão. As análises estatísticas foram efetuadas utilizando o 
programa GraphPad Prism 5.0, e o teste não paramétrico de Man-Whitney foi 
empregado para avaliar diferenças entre os grupos analisados. Diferenças entre grupos 






5.1 Confirmação estrutural dos ácidos oleanólico e ursólico 
O espectro de RMN de 1H (Figura 7 e 9) sugeriu a ocorrência de ácidos 
triterpênicos da série oleanano/ursano devido aos singletos entre  0,8 – 1,2 de dois 
singletos largos em 5,21/4,78 relativos a H-12 (Tabela 4). A análise do espectro de 
RMN de 13C de cada uma das substâncias obtidas mostrou trinta sinais, permitindo 
inferir que os mesmos pertencem à classe dos triterpenos. Sinais relativos a carbonos 
sp2 em  123,2/144,8 e em  125,8/138,0 são característicos dos carbonos C-12 e C-13 
de esqueletos oleanano e ursano, respectivamente, além disso, os carbonos 
carboxílicos em aproximadamente  180 permitiu definir que o grupo ácido carboxílico 
encontra-se em C-28 (Tabela 4) (OLEA; ROQUE, 1990). A comparação dos dados de 
RMN de 13C de ambos os compostos com aqueles descritos na literatura (VERDI et al., 











C para os triterpenos. 
               Ácido oleanólico          Ácido ursólico 













 Literaturaa  
1  37,8 37,8  38,7 38,7 
2  27,4 27,4  23,5 23,5 
3 3,19 (sl) 77,4 79,4 3,19 (sl) 77,0 79,0 
4  39,5 39,5  39,6 39,6 
5  56,3 56,3  56,3 56,3 
6  19,2 19,2  19,0 19,0 
7  33,4 33,4  33,4 33,4 
8  40,1 40,1  40,0 40,0 
9  no 31,2  no no 
10  39,5 39,5  38,5 38,5 
11  23,8 23,8  23,8 23,8 
12 5,21 (sl) 123,2 123,2 4,78 (sl) 125,8 125,8 
13  144,8 144,8  138,0 138,0 
14  42,2 42,2  42,2 42,2 
15  28,5 28,5  29,0 29,0 
16  24,0 24,0  24,0 24,0 
17  46,9 46,9  47,8 47,8 
18  42,6 42,6  52,7 52,7 
19  47,3 47,3  38,7 38,7 
20  31,4 31,4  38,4 38,4 
21  34,6 34,6  27,0 27,0 
22  33,6 33,6  37,0 37,0 
23  28,7 28,7  27,7 27,7 
24  16,2 16,2  15,2 15,2 
25  15,5 15,5  15,5 15,5 
26  17,5 17,5  17,5 17,5 
27  26,4 26,4  24,0 24,0 
28      179,0     181,6      181,1  181,6 
29  33,6       33,6   16,5   16,5 
30  24,2       24,2   21,3   21,3 
a 










Figura 7: Espectro de RMN de 
1
H do ácido oleanólico - 1 (, CDCl3, 300 MHz). 
 
Figura 8: Espectro de RMN de 
13







Figura 9: Espectro de RMN de 
1
H do ácido ursólico - 2 (, DMSO-d6, 300 MHz). 
 
Figura 10: Espectro de RMN de 
13







Figura 11: Estrutura molecular dos ácidos oleanólico (A) e ursólico (B). Fonte: Vechia et al., 2009. 
 
5.2 Análises in vitro 
5.2.1 Ação do potencial do AO e AU contra formas promastigotas de L. (L.) 
chagasi 
Após incubação dos parasitos com o ácido ursólico e com anfotericina B, foi 
obtida uma curva dose-resposta contra L. (L.) chagasi, sendo a concentração efetiva 
50% (CE50) dos parasitos incubados com ácido ursólico de 1,80 ± 0,46 g/mL (Figura 
12 A). O ácido oleanólico não apresentou efeito leishmanicida conforme demonstrado 
na figura 12 B, desta forma os experimentos subsequentes foram feitos somente para o 
AU. Por sua vez, a anfotericina B, eliminou 50% das formas promastigotas de L. (L.) 
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Figura 12: Teste de sensibilidade de promastigotas à drogas mostrando a concentração efetiva 
necessária para eliminar 50% dos parasitos. (A) Tratamento de promastigotas com ácido ursólico. (B) 
Tratamento de promastigotas com ácido oleanólico. (C) Controle positivo Anfotericina B. 
 
5.2.2 Ação do potencial do AU contra amastigotas intracelulares e avaliação da 
produção de NO e H2O2 
O potencial do AU foi avaliado na interação parasito e célula hospedeira. Neste 
caso, observou-se que o índice de infecção foi significantemente menor quando as 
células infectadas foram tratadas com 10 g/mL de AU quando comparado ao controle 
infectado, sendo observada uma diminuição de 62% no índice de infecção. As células 
infectadas quando tratadas com 1 g/mL de anfotericina B apresentaram uma redução 







Figura 13: Índice de infecção de macrófagos da linhagem J774 infectados com formas 
promastigotas de L. (L.) chagasi e tratados com diferentes concentrações do ácido ursólico ou 
com anfotericina B por 24h. * p<0,05 indica diferença estatística quando comparado ao grupo controle 
não tratado. 
 
A concentração efetiva do AU no tratamento de macrófagos infectados com 
formas promastigotas de L. (L.) chagasi foi de CE50 = 8,30 g/mL. Já anfotericina B, 
fármaco padrão, apresentou um CE50 de 0,89 g/mL (Tabela 5). Por outro lado, o AO 
não apresentou efeito leishmanicida sobre formas amastigotas. No que se refere 
toxicidade de macrófagos, observou-se que AU e a anfotericina B apresentou uma 
concentração citotóxica (CC50) de 56,10 e 57,30 g/mL respectividade. Estes dados 
sugerem que o AU e a droga padrão não foram tóxicas para os macrófagos, sendo o 






Tabela 5: Concentração efetiva 50 (CE50), Concentração citotóxica (CC50) e Indice de seletividade 
(IS) induzida por AO, AU e anfotericina B contra formas amastigotas intracelulares de L. (L.) 
chagasi e macrófagos da linhagem J774. ND - indica não determinado. 
 
A concentração de NO e H2O2 no sobrenadante das células infectadas estiveram 
abaixo dos níveis de detecção dos kits.  
5.2.3 Alterações ultraestruturais induzidas pelo ácido ursólico  
A Figura 14 representa a microscopia eletrônica de transmissão das formas 
promastigotas de L. (L.) chagasi controle, ou seja, sem qualquer tipo de tratamento. 
Neste caso, os parasitos se mostraram com estrutura externa preservada, mostrando 
seu formato fusiforme, e sem quaisquer alterações na membrana celular, bem como no 
citoplasma e flagelo (F) conforme demonstrado pela figura 14 A e D. O kinetoplasto (K) 
mostrado em detalhes na figura 14 C e os glicossomos (G) destacados na figura 14 A 
mantiveram suas estruturas preservadas e o núcleo (N), mostrado em detalhes na 






Figura 14: Microscopia eletrônica de transmissão das formas promastigotas de L. (L.) chagasi sem 
tratamento. (N) – Núcleo, (K) – Kinetoplasto, (G) – Glicossomos, (CG) – Complexo de Golgi, (BF) – 
Bolsa flagelar, (F) – Flagelo. 
 
A Figura 15 caracteriza as alterações ultraestruturais das formas promastigotas 
de L. (L.) chagasi incubadas com a CE50 de ácido ursólico. Neste caso, os parasitos 
perderam sua morfologia estrutural clássica e se apresentaram com um formato 
arredondado (Figura 15 A e D). Além disso, o citoplasma dos parasitos apresentou-se 
granuloso e com aspecto degenerado (Figura 15 A e B), também se detectou uma série 
de vacúolos citoplasmáticos (VC – detalhes nas figuras 15 A, B, C e D), sendo que em 
algumas delas apresentaram-se com corpos lamelares (setas na figura 15 C). O núcleo 
(N) desses parasitos apresentou-se com cromatina densa e com aspecto fragmentado 
(Figura 15 A e B). O kinetoplasto (K) se mostrou edemaciado e com formação de 






Figura 15: Microscopia eletrônica de transmissão das formas promastigotas de L. (L.) chagasi 
tratadas com a CE50 (1,80 g/mL) de ácido ursólico. (N) – Núcleo, (M) – Mitocôndria, (K) – 
Kinetoplasto, (VC) – Vacúolos citoplasmáticos, (G) – Glicossomos, (*) – Vesículas ou blebs, os corpos 
lamelares estão representados pelas setas pretas. 
 
5.2.4 Avaliação da apoptose em promastigotas tratadas com ácido ursólico 
Nesta análise considerou-se que parasitos não marcados com Anexina V e PI, 
eram células viáveis (Quadrante 1 – Q1 em Figura 16), parasitos marcados apenas com 
Anexina V estavam em apoptose recente (Q2), e parasitos marcados com ambos os 
marcadores, Anexina V e PI, estavam em apoptose tardia (Q3), enquanto que parasitos 
com dano em membrana foram marcados apenas com PI (Q4), como previamente 
indicado (item 3.4.4). Observou-se no grupo controle que cerca de 8% de formas 
promastigotas de L. (L.) chagasi estavam em apoptose recente e 4% em apoptose 





com 1,8 e 5,0 g/mL de AU, observou-se aumento significativo (p<0,05) de populações 
em apoptose recente, sendo este aumento de 13 e 17% respectivamente (Figura 16 A, 
C e D). Além disso, observou-se que formas promastigotas de L. (L.) chagasi tratadas 
com 5,0 g/mL de AU tiveram um incremento de 14% na população em apoptose tardia 
em relação ao controle, como mostrado na figura 16 A e D. A figura 16 E ilustra o 
controle positivo, parasitos tratados com H2O2. 
 
 
Figura 16: Análise gráfica e Dot plots obtidos a partir da citometria de fluxo. (A) % promastigotas de 
L. (L.) chagasi em apoptose recente e tardia (B) promastigotas não tratadas; (C) promastigotas tratadas 
com 1,8 g/mL AU; (D) promastigotas tratadas com 5,0g/mL de ácido ursólico (E) promastigotas 
tratadas com H2O2. * e ** p<0,05 indicam diferença estatística em relação ao controle. Gráfico 







5.3 Experimentos in vivo 
5.3.1 Determinação do parasitismo esplênico e hepático 
A carga parasitária no baço dos hamsters infectados com L. (L.) chagasi e 
tratados com 1,0 e 2,0 mg/kg de AU apresentou-se significantemente reduzida em 
41,6%  e 35,8% quando  comparado ao grupo controle (Figura 17) e evidenciado pela 
técnica de imunoistoquímica 18 B e C. Animais tratados com 5,0 mg/kg de anfotericina 
B apresentou 75,6% de redução de parasitismo quando comparado ao grupo controle 
não tratado (Figura 17 e 18 D). 
 
Figura 17: Análise da carga parasitária do baço dos animais infectados com o inóculo de 2x10
7
 
promastigotas de L. (L.) chagasi determinada por diluição limitante. Após 60 dias, foi iniciado o 
tratamento com ácido ursólico ou anfotericina B. * p<0,05 indica significância estatística quando 






Os cortes histológicos do baço mostrados nas figuras 18 A-D ilustram o 
parasitismo evidenciado pela técnica de imunoistoquímica, encontrado no grupo 
controle e tratados com AU e anfotericina B.  
 
Figura 18: Fotomicrografias de cortes histológicos corados através de imunoistoquímica para 
detecção de formas amastigotas (corado diferencialmente em marrom escuro) no baço de 
hamsters Mesocricetus auratus infectados com L. (L.) chagasi. (a) Corte histológico do baço de 
animais infectados não tratados (controle), mostrando intenso parasitismo esplênico. (b) Corte histológico 
do baço dos animais tratados com 1,0 mg/kg de ácido ursólico, mostrando formas amastigotas reduzidas. 
(c) Corte histológico do baço dos animais tratados com 2,0 mg/kg de ácido ursólico, mostrando formas 
amastigotas reduzidas. (d) Corte histológico do baço dos animais tratados com 5,0 mg/kg de ácido 
anfotericina B, evidenciando poucas formas amastigotas. Aumento de 400x.  
 
 No fígado dos animais tratados com AU e anfotericina B foi verificada redução 
significativa no parasitismo (P<0,05), sendo esta de 84,97, 71,31 e 89,17% nos animais 
tratados com 1,0 mg/kg, 2,0 mg/kg de AU, e 5,0 mg/kg de anfotericina B quando 






Figura 19: Análise da carga parasitária do fígado dos animais infectados com o inóculo de 2x10
7
 
promastigotas de L. (L.) chagasi determinada por diluição limitante. Após 60 dias, foi iniciado o 
tratamento com ácido ursólico ou anfotericina B. * p<0,05 indica significância estatística quando 
comparado ao grupo controle não tratado. 
 
Os cortes histológicos do fígado mostradas nas figuras 20 A-D ilustram o 
parasitismo encontrado no grupo controle infectado, tratados com AU e anfotericina B 
evidenciado pela técnica de imunoistoquímica e demosntrando redução parasitaria nos 






Figura 20: Fotomicrografias de cortes histológicos corados através de imunoistoquímica para 
detecção de amastigotas no fígado de hamsters Mesocricetus auratus infectados com a cepa L. 
(L.) chagasi. (a) Corte histológico do fígado de animais infectados não tratados (controle), mostrando 
moderado parasitismo hepático. (b) Corte histológico do fígado de animais tratados com 1,0 mg/kg de 
ácido ursólico, evidenciando moderado parasitismo hepático. (c) Corte histológico do fígado de animais 
tratados com 2,0 mg/kg de ácido ursólico, evidenciando moderado parasitismo hepático. (d) Corte 
histológico do fígado de animais tratados com 5,0 mg/kg de anfotericina B, evidenciando raro parasitismo 
hepático. Aumento de 400x. 
 
5.3.2 Alterações histopatológica 
 Nos cortes histológicos do baço do grupo controle não tratado observou-se 
substituição dos folículos linfoides por macrófagos infectados, caracterizando 
imunossupressão nestes animais devido a perda de áreas linfocitárias. Além disso, 
verificou-se proliferação de macrófagos, frequentemente parasitados, na região da 
polpa vermelha (Figura 21 e 22 A), evidenciando uma maior gravidade da doença, 





imunoistoquímica (Figura 18 A). Para os animais tratados com 1,0 e 2,0 mg/kg de AU 
foi observado uma maior preservação de polpa branca sugerindo uma melhor resposta 
imunológica do hospedeiro após tratamento (Figura 21 B e C). Também foram 
encontrados nódulos macrofágicos, porém em menor número com menos parasitos 
intracelulares, em relação aos cortes histológicos do grupo infectado corados por HE 
(Figura 22 B e C) e evidenciados através de imunoistoquímica (Figura 18 B e C). Os 
animais tratados com anfotericina B apresentaram preservação de polpa branca e 
vermelha (Figura 21 D), com poucos macrófagos infectados na polpa vermelha (Figura 
22 D). Já os cortes histológicos do baço dos animais saudáveis apresentaram-se com 
aspecto histológico normal, polpa branca e vermelha bem preservadas, conforme 






Figura 21: Fotomicrografias de cortes histológicos do baço de hamsters Mesocricetus auratus 
tratados com ácido ursólico e controles. (a) Depleção de áreas de polpa branca (PB), hiperplasia 
intensa de macrófagos da polpa vermelha (PV) com perda da organização histológica em animais 
infectados. (b) Animais tratados com 1,0 mg/kg ácido ursólico mostrando preservação de PB. (c) Animais 
tratados com 2,0 mg/kg ácido ursólico mostrando organização histológica com preservação de PB. (d) 
Animais tratados com 5,0 mg/kg anfotericina B apresentaram preservação acentuada das regiões de PB. 






Figura 22: Fotomicrografias de cortes histológicos da polpa vermelha do baço de hamsters 
Mesocricetus auratus tratados com ácido ursólico e controles. (a) Animais infectados apresentando 
proliferação de macrófagos com intenso parasitismo na PV. (b) Animais tratados com 1,0 mg/kg ácido 
ursólico mostrando hiperplasia discreta de macrófagos da polpa vermelha. (c) Animais tratados com 2,0 
mg/kg ácido ursólico mostrando hiperplasia moderada de macrófagos. (d) Animais tratados com 5,0 
mg/kg anfotericina B apresentaram hiperplasia discreta de macrófagos na PV. (e) Animais saudáveis sem 






Em relação aos cortes histológicos do fígado, nos animais do grupo infectado e 
tratados com 1,0 e 2,0 mg/kg de AU, os principais achados histopatológicos foram: 
focos inflamatórios periportais com presença de linfócitos e macrófagos parasitados, 
presença de granulomas (Figura 23 A, B, C e D). Além disso, todos os animais 
infectados apresentaram hiperplasia e hipertrofia de células de Kupffer (Figura 24 A, B, 
C e D) algumas vezes parasitadas, conforme mostradas nas reações de 
imunoistoquímica (Figura 20 A), porém, o parasitismo foi menor nos grupos tratados 
com AU e anfotericina B (Figura 20 B, C e D). No grupo de hamsters tratados com 5,0 
mg/kg de anfotericina B observou-se uma maior preservação dos espaços periportais, 
ainda que tenha sido verificado focos inflamatórios, mas em menor proporção quando 
comparado com o grupo infectado (Figura 23 D) e parasitismo reduzido observado pela 
técnica de imunoistoquímica (Figura 20 D). Os animais saudáveis apresentaram os 
espaços periportais preservados. Foi observado ainda, hepatócitos normais sem 






Figura 23: Fotomicrografias de cortes histológicos do fígado de hamsters Mesocricetus auratus 
inoculados com a cepa L. (L.) chagasi intraperitoneal. (a) Focos inflamatórios com presença de 
células mononucleares parasitadas em animais infectados. (b) Animais tratados com 1,0 mg/kg ácido 
ursólico mostrando focos inflamatórios moderado. (c) Animais tratados com 2,0 mg/kg ácido ursólico 
mostrando focos inflamatórios discreto. (d) Preservação mais acentuada dos espaços periportais, embora 
tenha sido observado focos inflamatórios em animais tratados com 5,0 mg/kg de anfotericina B. (e) 
Preservação dos espaços periportais em fígado de animais não infectados. Hematoxilina-Eosina. 







Figura 24: Fotomicrografias de cortes histológicos do parenquima hepático de hamsters 
Mesocricetus auratus inoculados com a cepa L. (L.) chagasi intraperitoneal. (a) Células 
mononucleares parasitadas em animais infectados não tratados com hiperplasia e hipertrofia de células 
de Kupffer. Animais tratados com 1,0 e 2,0 mg/kg ácido ursólico e 5,0 mg/kg de anfotericina B, 
apresentando hiperplasia e hipertrofia de células de Kupffer conforme demonstrado em (b), (c) e (d) 
respectivamente. (e) hepatócitos normais sem aspecto de degeneração em animais não infectados. 






5.3.3  Proliferação de células esplênicas e expressão de IFN-, IL-10 e IL-4 
 
As células dos animais tratados com 1,0 e 2,0 mg/kg de AU estimuladas com 
AgT, apresentaram elevados níveis de proliferação em comparação as células do grupo 
infectado não tratado (p<0.05). Por outro lado, as células dos animais infectados e 
tratados com anfotericina B não proliferaram quando comparado ao grupo controle não 
tratado (Figura 25).  
 
Figura 25: Células mononucleares de baço dos diferentes grupos experimentais foram isoladas e 
incubadas com 10 g/poço de antígeno total de formas promastigotas de L. (L.) chagasi por 48h, 
quando a proliferação das células foi avaliada utilizando PrestoBlue. * p<0,05 indica significância 
estatística quando comparado ao grupo controle não tratado. 
 
A expressão relativa de IFN- mostrou-se significantemente aumentada em 
esplenócitos estimulados com AgT nos grupos tratados com 2,0 mg/kg de AU e 5,0 
mg/kg de anfotericina B (Figura 26 A). Em relação a expressão de IL-10, verificou-se 
que as células mononucleares estimuladas com AgT dos grupos 1,0 e 2,0 mg/kg de AU 





tratado, por outro lado, as células do grupo tratado com anfotericina B expressaram 
significantemente mais IL-10 quando comparado ao grupo controle não tratado (Figura 
26 B). Em relação a IL-4, verificou-se que as células mononucleares incubadas com 
AgT de todos os grupos experimentais expressaram significantemente mais IL-4 em 
relação ao grupo controle não tratado (Figura 26 C). 
 
Figura 26: Expressão relativa de mRNA das citocinas IFN-, IL-10 e IL-4 nas células 
mononucleares de baço dos diferentes grupos estimulados com AgT de formas promastigotas de 
L. (L.) chagasi por 48h. * p<0,05 em relação ao grupo infectado não tratado (controle). 
 
5.3.4 Análise da expressão de IFN-, IL-10 e IL-4 em baço (in vivo) 
Verificou-se que o baço dos animais tratados com 1,0 e 2,0 mg/kg de AU 
expressaram níveis  significantemente maiores de IFN-quando comparado ao grupo 
infectado (Figura 27 A). Observou-se que todos os grupos tratados apresentaram 





B). Por sua vez, todos os grupos tratados apresentaram redução significativa (p<0,05) 
na expressão de IL-4 quando comparados ao grupo controle não tratado (Figura 27 C). 
 
Figura 27: Expressão relativa de mRNA das citocinas IFN-, IL-10 e IL-4 no baço de hamster dos 
diferentes grupos experimentalmente inoculados via intraperitoneal com L. (L.) chagasi e tratados 
por 16 dias consecutivos com 1,0 e 2,0 mg/kg de ácido de ursólico e 5,0 mg/kg de anfotericina B. * 
p<0,05 em relação ao grupo infectado não tratado (controle). 
 
5.3.5 Avaliação da resposta imune humoral  
A resposta imune humoral foi avaliada no soro dos animais dos diferentes grupos 
experimentais. A Figura 28 A mostra que os hamsters infectados com L. (L.) chagasi e 
tratados com 1,0 e 2,0 mg/kg de ácido ursólico e 5,0 mg/kg de anfotericina B 
apresentaram níveis de IgG total anti-Leishmania similares, mas superiores a do grupo 





níveis superiores significativamente elevado (p<0,05) no grupo tratado com 1,0 mg/kg 
quando comparado ao grupo infectado (Figura 28 B). 
 
Figura 28: Níveis de IgG total e IgG2a anti-Leishmania no soro de hamsters dos diferentes grupos 
experimentais inoculados pela via intraperitoneal L. (L.) chagasi e submetidos ao tratamento com 
1,0 e 2,0 mg/kg ácido ursólico e 5,0 mg/kg anfotericina B. * p<0,05 indica diferença significantemente 
em comparação aos hamsters infectados não tratados (controle). “Cut off” representada no gráfico pela 
linha tracejada.  
 
5.3.6 Estudo Gênico – in vivo 
 
Os parasitos nos baços dos animais tratados com 1,0 e 2,0 mg/kg de AU não 





do controle. Por outro lado, no baço dos animais tratados com anfotericina B detectou 
se formas amastigotas que amplificaram os genes MRPA e PTR1 em níveis superiores 
àqueles dos parasitos do controle, apresentando 11,52 ± 4,26 cópias de MRPA/cópias 
de POL e 3,83 ± 1,66 cópias de PTR1/cópias de POL, enquanto no baço do grupo 
controle infectado detectou-se 1,20 ± 0,39 cópias de MRPA/cópias de POL e 2,15 ± 
1,04 cópias de PTR1/cópias de POL, conforme demonstrado nas figuras 29 A e B 
respectivamente. 
 
Figura 29: Média do número de cópias dos genes MRPA e PTR1 por cópias de gene de POL. 
Números de cópias do gene de parasitas isolados do baço de hamsters tratados com 1,0 e 2,0 
mg/kg de ácido ursólico e 5,0 mg/kg de anfotericina B determinados por PCR em tempo real. * (P 






5.4 Avaliação da toxicidade 
5.4.1 Analises histopatológicas  
 O tratamento experimental de hamsters com 1,0 e 2,0 mg/kg de AU, bem como 
5,0 mg/kg de anfotericina B não levaram a alterações significativas no baço, fígado, 
pulmão e coração, uma vez que suas arquiteturas teciduais se mantiveram preservadas 
em relação ao grupo saudável, controle não tratado (Figuras 30, 31, 32 e 33). 
 
Figura 30: Fotomicrografias de cortes histológicos da região de polpa branca e vermelha do baço 
de hamsters Mesocricetus auratus saudáveis e submetidos aos diferentes tratamentos. (a) Animais 
tratados com 1,0 mg/kg ácido ursólico. (b) Animais tratados com 2,0 mg/kg ácido ursólico. (c) Animais 
tratados com 5,0 mg/kg anfotericina B. (d) Animais saudáveis sem tratamento (grupo controle). 







Figura 31: Fotomicrografias de cortes histológicos do espaço porta do fígado de hamsters 
Mesocricetus auratus saudáveis e submetidos aos diferentes tratamentos. (a) Animais tratados com 
1,0 mg/kg ácido ursólico. (b) Animais tratados com 2,0 mg/kg ácido ursólico. (c) Animais tratados com 5,0 
mg/kg anfotericina B. (d) Animais saudáveis sem tratamento (grupo controle). Hematoxilina-Eosina. 







Figura 32: Fotomicrografias de cortes histológicos do pulmão de hamsters Mesocricetus auratus 
saudáveis e submetidos aos diferentes tratamentos. (a) Animais tratados com 1,0 mg/kg ácido 
ursólico. (b) Animais tratados com 2,0 mg/kg ácido ursólico. (c) Animais tratados com 5,0 mg/kg 








Figura 33: Fotomicrografias de cortes histológicos do coração de hamsters Mesocricetus auratus 
saudáveis e submetidos aos diferentes tratamentos. (a) Animais tratados com 1,0 mg/kg ácido 
ursólico. (b) Animais tratados com 2,0 mg/kg ácido ursólico. (c) Animais tratados com 5,0 mg/kg 
anfotericina B. (d) Animais saudáveis sem tratamento (grupo controle). Hematoxilina-Eosina. Aumento de 
100x.  
 
O tratamento dos animais com AU não alterou significantemente a estrutura do 
rim dos animais experimentais. Entretanto, o tratamento com anfotericina B levou a 
alterações significativas da região medular do rim. Neste caso, observou-se que o 
epitélio cúbico dos túbulos distais apresentou-se necróticos, como demonstrado na 






Figura 34: Fotomicrografias de cortes histológicos da região medular do rim de hamsters 
Mesocricetus auratus saudáveis e submetidos aos diferentes tratamentos. (a) Animais tratados com 
1,0 mg/kg ácido ursólico. (b) Animais tratados com 2,0 mg/kg ácido ursólico. (c) Animais tratados com 5,0 
mg/kg anfotericina B com epitélio cúbico dos túbulos distais necróticos – setas brancas . (d) Animais 
saudáveis sem tratamento (grupo controle). Hematoxilina-Eosina. Aumento de 400x. 
 
Não se detectaram alterações histológicos significantes na região cortical do rim 






Figura 35: Fotomicrografias de cortes histológicos da região glomerular do rim de hamsters 
Mesocricetus auratus saudáveis e submetidos aos diferentes tratamentos. (a) Animais tratados com 
1,0 mg/kg ácido ursólico. (b) Animais tratados com 2,0 mg/kg ácido ursólico. (c) Animais tratados com 5,0 
mg/kg anfotericina B. (d) Animais saudáveis sem tratamento (grupo controle). Hematoxilina-Eosina. 
Aumento de 100x.  
 
5.4.2 Avaliações bioquímicas 
5.4.2.1 Avaliação da função hepática através da determinação de aspartato amino 
transferase (AST) e alanina amino transferase (ALT) séricas  
 
Os níveis séricos de AST e ALT dos grupos tratados com AU e anfotericina B 
não apresentaram diferença estatistica (p>0,05) em relação ao grupo saudável (Figura 






Figura 36: Níveis séricos de aspartato-aminotransferase (AST) e alanina amino transferase (ALT) 
em animais submetidos ao tratamento com doses diárias de 1,0 e 2,0 mg/kg ácido ursólico e com 
5,0 mg/kg de anfotericina B durante 16 dias consecutivos. 
 
5.4.2.2 Avaliação da função renal através da determinação de ureia e creatinina 
séricas 
 
Os animais tratados com 1,0 e 2,0 mg/kg de AU  e 5,0 mg/kg de anfotericina B 





séricos de creatinina mostrou-se significantemente aumentada (p<0,05) somente no 
grupo tratado com anfotericina B em relação ao grupo controle (Figura 37 B). 
 
 
Figura 37: Valores séricos determinados na dosagem de ureia e creatinina de Hamsters machos 







6. DISCUSSÃO  
 
Neste estudo, demonstrou-se a atividade leishmanicida in vitro do AU contra 
formas promastigotas e amastigotas de L. (L.) chagasi. Diferentes trabalhos já 
demonstraram que este triterpeno (in vitro), foi capaz de eliminar formas promastigotas 
de L. (L.) amazonensis, L. (L.) major, L. (L.) donovani, sendo que as CE50 obtidas 
estiveram na faixa de 0,023 a 5,4 g/mL (TAN et al., 2002; TORRES-SANTOS et al., 
2004; GNOATTO et al., 2008; da SILVA FILHO et al., 2009). Esses dados corroboram 
os achados obtidos no presente trabalho, cuja CE50 para L. (L.) chagasi foi de 1,8 
g/mL. Por outro lado, verificou-se no presente trabalho que o AO não apresentou ação 
leishmanicida significativa, tal como demonstrado no estudo desenvolvido por Salem et 
al. (2006) que demonstrou uma ação leishmanicida basal para o AO. Embora estes 
triterpenos sejam isômeros, e tenham uma estrutura molecular similar (RÍOS et al., 
2010), suas atividades contra Leishmania sp. diferem significantemente, sugerindo que 
a posição do grupo metila é fundamental para obtenção do efeito farmacológico. Ou 
seja, os dados obtidos no presente trabalho reforçam a ação leishmanicida do AU, e 
indica que este triterpeno pode ser considerado um interessante fármaco na busca de 
potenciais agentes leishmanicidas. De maneira similar, os estudos citados acima 
também foram hábeis em demonstrar que o AU possuía ação direta contra formas 
amastigotas intracelulares, sem a participação de óxido nítrico e peróxido de 
hidrogênio, como demonstrado no presente trabalho.  
Embora a ação leishmanicida desse composto já seja conhecida, nenhum estudo 
até o presente momento conseguiu associar seu possível mecanismo de ação contra 
Leishmania. Neste contexto, estudos ultraestruturais demonstraram que as formas 
promastigotas de L. (L.) chagasi tratadas com CE50 de 1,80 g/mL do AU tiveram sua 
morfologia alterada, perdendo sua forma alongada, e com alterações citoplasmáticas 
visíveis. Foi detectada a formação de blebs mitocondriais (destacamento da membrana 
do kinetoplasto), e o núcleo caracterizou-se com cromatina condensada, sugerindo que 





indução de apoptose em formas promastigotas de L. (L.) chagasi incubadas com AU foi 
reforçada através de experimentos utilizando anexina V e PI.  
A anexina V se liga preferencial a fosfolipídeos negativamente carregados, como 
a fosfatidilserina exposta no início do processo apoptótico (KOOPMAN et al., 1994; 
HOMBURG et al., 1995; VERMES et al., 1995; ClARKE et al., 2000; LEE et al., 2004) e 
a utilização concomitante do marcador PI, torna possível verificar as alterações 
nucleares características dos estágios tardios da apoptose (Willingham, 1999). Desse 
modo, verificou-se que formas promastigotas de L. (L.) chagasi quando incubadas com 
AU aumentaram a frequência de populações em apoptose recente e tardia quando 
comparado ao controle, e esta ação se correlacionou com o aumento da concentração 
do AU. Alguns estudos vêm demonstrando que a morte celular programada pode ser 
um mecanismo de morte celular comum em parasitos do gênero Trypanossoma 
(SZALLIES et al., 2002; DEBRABANT et al., 2003) e Leishmania (ARNOULT et al., 
2002; AMEISEN et al., 2002; JIMENEZ-RUIZ et al., 2010; LUDER et al., 2010) em 
resposta à exposição a agentes quimioterápicos, como a miltefosina (PARIS et al., 
2004), triterpenos como a betulina e o ácido dihidrobetulínico, (CHOWDHURY et al., 
2003; ALAKURTTI  et  al.,  2010; SAUDAGAR P; DUBEY VK., 2014) e sesquiterpenos 
como o elatol (SANTOS et al., 2010). Em conjunto, os resultados ultraestruturais 
associados aos dados de citometria de fluxo obtidos no presente trabalho, sugerem que 
o AU induz a formação vacúolos citoplasmáticos, aumento do complexo mitocôndria-
kinetoplasto e desorganização intracelular, que estariam relacionados com a indução de 
apoptose. No entanto, a hipótese de um processo autofágico não pode ser descartado, 
devido à presença de vacúolos autofágicos contendo membranas concêntricas 
denominados de corpos lamelares (RODRIGUES et al., 2002). Estas estruturas estão, 
provavelmente, envolvidas na quebra e reciclagem de estruturas de membrana 
anormais, sugerindo um intenso processo de remodelação das organelas intracelulares 
danificados pelo AU, assim como verificado em estudos realizados com Trypanosoma 
cruzi e L. amazonensis tratados com drogas como o cetoconazol, terbinafina, entre 
outros (LAZARDI et al, 1990; VANNIER-SANTOS et al., 1995; LORENTE et al., 2004). 





amastigotas de L. (L.) chagasi com CE50 comparável ao da anfotericina B, e o possível 
mecanismo de ação é através de morte celular programada. 
Em relação aos estudos in vivo, foi possível verificar através da diluição limitante, 
análises histopatológicas e imunoistoquímicas uma redução expressiva na carga 
parasitária do baço e do fígado de animais tratados com AU. Estes resultados indicam 
que os compostos mais eficazes ou seletivos utilizados para tratar a leishmaniose 
visceral irão exigir concentrações mais baixas e/ou menos ciclos de administração de 
drogas. De fato, observou-se que tanto os animais tratados com 1,0 e 2,0 mg/kg de AU 
quanto com 5,0 mg/kg de anfotericina B apresentaram maior preservação de áreas de 
polpa branca quando comparado aos animais controles, cujos folículos linfoides se 
apresentaram invadidos por macrófagos frequentemente infectados e a polpa vermelha 
foi caracterizada pela presença de granulomas macrofágicos, sugerindo 
imunossupressão desses animais, como indicado previamente (KAYE et., al 2004; 
RIÇA-CAPELA et al., 2003). Dessa forma, os dados obtidos sugerem que os animais 
tratados com AU e anfotericina B apresentaram uma resposta imunológica mais 
equilibrada, pois os animais tratados apresentaram preservação de áreas linfocitárias, 
sendo um dos fatores primordiais para se montar resposta imune específica contra os 
parasitos.   
De acordo com Fazzani et al. (2011), uma das principais consequências 
imunológicas na leishmaniose visceral plenamente manifesta é a imunossupressão, 
sendo a resposta proliferativa de células mononucleares de sangue periférico, 
esplênicas ou de linfonodos, frente a antígenos específicos ou inespecíficos, 
amplamente utilizada para avaliar a resposta celular. Neste sentido, verificou-se que as 
células do baço dos animais tratados com AU, quando pulsadas com antígeno total de 
L. (L.) chagasi, proliferaram de uma maneira superior aos controles infectado e 
saudável, bem como em relação aos animais tratados com anfotericina B, sugerindo 
que estes animais não apresentaram imunossupressão, e que o AU desempenha 
atividade moduladora do sistema imunológico. Embora os animais tratados com 
anfotericina B tenham apresentado preservação de polpa branca e vermelha, as células 





parasitos cessou a estimulação antigênica, e se reconhece a necessidade de uma 
constante estimulação para manutenção de clones específicos (Belkaid et al., 2005). 
Ainda, deve-se ressaltar que esse fato não está associado a imunossupressão, pois as 
células deste grupo proliferaram mediante estimulação inespecífica (concanavalina A, 
dados não mostrados). Em suma, os resultados indicam que os animais tratados com 
AU desenvolveram uma resposta imune celular específica (XAVIER et al., 2006; SILVA 
et al., 2007; SANTANA et al., 2008; TASCA et al., 2009).  
A dicotomia da resposta imune celular específica é um dos principais fatores que 
determinam o controle ou a evolução da infecção, sendo o IFN- um dos principais 
marcadores de resistência (BITTENCOURT; BARRAL-NETTO, 1995), e IL-10 e IL-4 de 
suscetibilidade à infecção (BHAUMIK et al., 2012; OSORIO et al., 2014; 
BHATTACHARYA et al., 2015). No presente estudo, esta dicotomia foi avaliada através 
da expressão de citocinas utilizando duas metodologias, sendo a primeira através da 
estimulação de esplenócitos dos diferentes grupos com AgT de L. (L.) chagasi, ou seja, 
com esta metodologia pôde-se avaliar a resposta de clones específicos frente aos seus 
antígenos (BACELLAR; CARVALHO 2005), e na segunda metodologia verificou-se a 
resposta imune celular em fragmentos de baço dos diferentes grupos experimentais, ou 
seja, estudou-se a resposta imune celular ex vivo, de maneira pontual no exato 
momento em que os animais foram eutanasiados.  
Quando os esplenócitos dos grupos tratados com 2,0 mg/kg de AU e 5,0 mg/kg 
de anfotericina foram estimulados com AgT, verificou-se aumento da expressão de IFN-
, sugerindo que esses tratamentos levaram a manutenção de células capazes de 
expressar IFN- quando estimuladas com antígenos específicos, e pode se 
correlacionar a uma resposta do tipo Th1, protetora (MELBY et al., 2001; BASU et al., 
2005; FREITAS et al.,2010). Por outro lado, também verificou-se aumento significativo 
da expressão de IL-4 nas células dos grupos tratados com AU e anfotericina B, 
sugerindo que os clones de linfócitos produtores de citocinas Th2 são mantidos mesmo 
após eliminação de parasitos (GADANI et al., 2001). As células estimuladas com AgT 
dos animais tratados com ambas as concentrações de AU apresentaram diminuição 





apresentou aumento da expressão de IL-10. Estes dados sugerem que os animais 
tratados com AU mantém células de memória do tipo Th1 e Th2, por outro lado, os 
animais tratados com anfotericina B desenvolvem células clonais que produzem 
citocinas associadas a resposta Th1, Th2 e T regulatórias.   
Quando a resposta imune celular foi analisada nos fragmentos de baço dos 
diferentes grupos experimentais, foi visto que o AU modulou beneficamente a resposta 
imunológica a um pólo associado a uma resposta Th1, relacionada a proteção pelos 
elevados níveis de expressão de IFN- (KIMA; SOONG 2013). Entretanto, diversos 
mecanismos podem inibir esta resposta benéfica do IFN- na LV, tal como a citocina IL-
10, a qual se mostrou aumentada durante o tratamento experimental com AU e 
anfotericina B. Estudos mostram que embora a IL-10 possa evitar injúrias teciduais 
causadas por uma resposta inflamatória exacerbada (BANCHEREAU et al. 2012), esta 
citocina também é responsável pela manutenção do parasito no sítio da infecção, isto 
porque a IL-10 limita a produção ou expressão de IFN- e a atividade microbicida de 
macrófagos (BELKAID et al., 2001; BaNCHEREAU et al., 2012). Até mesmo no grupo 
tratado com anfotericina B, fármaco reconhecido por seu potencial leishmanicida, 
observou-se aumento da expressão de IL-10, o que pode se relacionar a manutenção 
de parasitos nesse órgão. Por outro lado, todos os grupos tratados apresentaram 
diminuição da expressão de IL-4, e embora não esteja totalmente esclarecido, a IL-4 
pode se associar a efeitos patogênicos na LV experimental (BHAUMIK et al., 2012; 
BHATTACHARYA et al., 2015), pois recentemente verificou-se que esta citocina é 
capaz de ativar o fator de transcrição STAT-6, levando a uma forte expressão do gene 
codificador da L-arginase, uma importante enzima que inibe a formação de óxido nítrico 
(OSORIO et al., 2014). Portanto, uma expressão diminuída desta citocina pode estar 
associado a uma resposta benéfica na LV experimental. Também é reconhecido que os 
triterpenos AU e AO utilizados neste estudo são capazes de modular a resposta imune 
de animais experimentais como BALB/c, e dependendo da dose ministrada pode induzir 
uma atividade pró-inflamatória, mediada por IFN-, quanto anti-inflamatória mediada por 
IL-10 (IKEDA et al., 2008; JIMÉNEZ-ARELLANES et al., 2013), sugerindo que os 





modulador do AU. Este efeito modulador da imunidade, associado ao potencial 
antiparasitário do AU também teve um profundo impacto no parasitismo e resposta 
histopatológica do fígado. Neste órgão, verificou-se um infiltrado inflamatório no espaço 
porta, cuja intensidade variou de acordo com o tipo de tratamento empregado. Nos 
animais tratados com AU e anfotericina B foi observado o desenvolvimento de um 
processo inflamatório caracterizado pela presença de um discreto infiltrado de células 
mononucleares nos espaços porta com baixo parasitismo, o que diferiu dos animais 
infectados, que apresentaram um infiltrado inflamatório moderado com alto parasitismo. 
Estes achados estão de acordo com os estudos realizados por Riça-Capela et al. 
(2003), sugerindo que o fígado também é um importante órgão visceral implicado na 
patogênese da doença, e demonstra pela primeira vez que o AU elimina formas 
amastigotas no fígado. Corroborando os achados deste trabalho, estudo anterior, 
realizado por Yamamoto et al. (2014), demonstrou que uma fração enriquecida em AU, 
apresentou efeitos terapêuticos na leishmaniose tegumentar experimental causada por 
L. (L.) amazonensis. Além disso, as células mononucleares de linfonodo dos animais 
tratados produziram níveis significantes das citocinas IL-12 e IFN-, que são essenciais 
para o controle da doença, sugerindo que o potencial modulador deste triterpeno sobre 
a resposta imune pode ser um dos mecanismos associados a eliminação de parasitos 
teciduais. 
Outros marcadores de susceptibilidade e resistência na leishmaniose são os 
anticorpos anti-Leishmania (LEANDRO et al., 2001; TODOLÍ et al., 2010), sendo o 
isótipo do tipo IgG2a de extrema importância, pois quando existe a produção de IFN-, 
ocorre a produção do isótipo IgG2a, ou seja, este é um importante marcador de uma 
resposta imune do tipo Th1 (KUSHAWAHA et al., 2012). Os níveis de IgG total anti-
Leishmania encontrados nos grupos tratados e controle foram similares, entretanto, 
quando foi avaliado o isótipo IgG2a verificou-se que existe uma tendência de aumento 
nessa classe de anticorpo nos grupos tratados com 1,0 e 2,0 mg/kg de AU. Ou seja, os 
dados de imunidade humoral mostram que há uma tendência de indução de resposta 
Th1 nos animais tratados principalmente com AU, reforçando o potencial modulador 





o AU tem ação terapêutica na LV experimental que é similar ao da anfotericina B, além 
disso, esse triterpeno modulou a resposta imunológica dos animais experimentais, 
sugerindo que este composto pode ser considerado como um fármaco protótipo na 
terapia da leishmaniose visceral. 
Ainda é importante avaliar, em um fármaco protótipo se este é capaz de gerar 
cepas resistentes a fármacos, por esta razão, no presente estudo foi verificado se o 
tratamento dos animais experimentais com o triterpeno levou a amplificação dos genes 
comumente associados a resistência. Além disso, é reconhecida que a resistência a 
fármacos vem aumentando de forma significativa em todas as doenças parasitárias, 
transformando-se em um sério problema de saúde pública (MYLER, 2008). No presente 
estudo, os genes de resistência MRPA (Transportador ABC-tiol) e PTR1 (pteridina 
redutase 1) de Leishmania sp. foram avaliados no DNA de baço dos diferentes grupos 
experimentais. Ou seja, nesse pool de DNA, foi avaliado se os parasitos que resistiram 
a ação do AU ou a anfotericina o fizeram por amplificar os genes de resistência 
parasitária. Neste caso, verificou-se que as formas amastigotas de L. (L.) chagasi 
oriundas dos animais tratadas com AU não amplificaram os genes de resistência MRPA 
e PTR1. Por outro lado, verificou-se que formas amastigotas presente nos baços dos 
animais tratados com anfotericina B amplificaram os genes MRPA e PTR1. O gene 
MRPA é um transportador de membrana da subfamília ABCC que utiliza a energia 
resultante da hidrólise do ATP, para transportar uma variedade de moléculas através de 
membranas biológicas, incluindo alguns fármacos. Essa foi a primeira proteína 
identificada em Leishmania (OUELLETTE et al., 1990) capaz de conferir resistência aos 
antimoniais pelo  sequestro do fármaco em vesículas intracelulares direcionadas a 
exocitose pela bolsa flagelar (LÉGARÉ et al., 2001; OUELLETTE, DRUMMELSMITH et 
al., 2004), conferindo assim, maior sobrevivência ao parasito. Embora tenha sido 
verificado na literatura apenas trabalhos descrevendo o mecanismo da amplificação do 
gene MRPA em cepas resistentes a metais pesados, acredita-se que a amplificação 
desse gene de resistência em parasitos tratados com anfotericina B esteja associado 
também ao sequestro desse fármaco para compartimentos intracelulares do parasito, 





O gene PTR1 codifica a enzima pteridina redutase 1, que é um dos genes 
responsáveis por mediar a resistência a fármacos intervindo na cascata metabólica do 
folato. Esta enzima possui a capacidade de reduzir biopterina em tetrahidrobiopterina, 
que são componentes essenciais ao crescimento de Leishmania, sendo também 
responsável por desempenhar um papel chave na resistência a óxido nítrico, bem como 
a outros oxidantes (NARE et al., 2009; ONG et al., 2011; VICKERS; BEVERLEY., 
2011). Portanto, a amplificação do gene PTR1 ocorrida nos parasitos vindos dos 
animais tratados com anfotericina B sugere menor susceptibilidade do parasito ao 
fármaco. Essas evidências sugerem que amplificação do gene PTR1 pode fornecer 
uma vantagem na sobrevivência dos parasitos dentro do macrófago, protegendo contra 
o estresse oxidativo. Dessa forma, a amplificação dos dois genes ligados a resistência 
MRPA e PTR1 nos parasitos pertencentes ao grupo de animais tratados com 
anfotericina B demonstra que embora este fármaco tenha alta atividade anti-
Leishmania, alguns parasitos acabam sobrevivendo através da amplificação de genes 
associados a resistência parasitária e a oxidantes, possivelmente ocasionado pela 
pressão quimioterápica. Portanto, os resultados indicam que o AU, nas concentrações 
de 1,0 e 2,0 mg/kg, não causa resistência aos parasitos presente nos animais tratados, 
no entanto, como já descrito na literatura a anfotericina B (5,0 mg/kg) pode levar a 
geração de parasitos resistentes a fármacos (SINGH et al., 2000). 
Considerando esses importantes achados da ação terapêutica do AU na LV 
experimental, estudos de toxicidade em hamsters foram efetuados. Neste caso, animais 
saudáveis foram tratados com AU e anfotericina B e as alterações histológicas de 
órgãos viscerais e alguns testes bioquímicos foram realizados. Foi visto que os animais 
tratados com AU não apresentaram nenhuma alteração histológica compatível com 
destruição tecidual de baço, fígado, coração, pulmão e rins. Por outro lado, na região 
medular de rim de animais tratados com anfotericina B foram verificados alterações 
histológicas, neste caso, as células epiteliais estavam em um extenso processo de 
necrose tubular. Estudo realizado por Berdichevski et al. (2006) demonstram que o uso 
da anfotericina B em pacientes levaram a um quadro de nefrotoxicidade caracterizada 





médios de creatinina sérica de 1,1 mg/dL no grupo tratado enquanto o controle era de 
0,8 mg/dL. Neste estudo a insuficiência renal aguda, definida como um aumento de 
mais de 50% da linha de base de creatinina ocorreu em 15 pacientes (31%). No nosso 
estudo o processo de necrose tubular se associou ao aumento dos níveis séricos de 
creatinina, que de acordo com estudos anteriores é o marcador mais indicado para 
verificar a função renal, uma vez que a quantidade de creatinina presente nos rins é 
mais constante que a ureia (VIJAYALAKSHMI et al., 2000; STEVEN; SCOTT, 2002; 
ADEBAYO et al., 2003). Dessa forma, verificamos através da análise bioquímica e 
histopatologica que o AU não foi tóxico ao baço, fígado, pulmão, coração e rim dos 
animais experimentais, visto não haver alterações significantes. Por outro lado, a 
anfotericina B, embora leishmanicida, levou a alterações histopatológica e bioquímicas 
compatíveis com lesão renal. De maneira contrária a anfotericina B, diversos trabalhos 
vêm demonstrando que o AU possui efeito nefroprotetor em animais experimentais. 
Ding e colaboradores (2015) relatam que o tratamento com AU pôde atenuar as lesões 
renais induzidas pelo ácido aristolóquico em 83% e ainda melhorou a circulação 
sanguínea em zebra fish. Em ratos, foi verificado que este triterpeno foi capaz de 
atenuar significativamente a lesão renal induzida por aloxana e tetracloreto de carbono 
em ratos diabéticos, melhorando a filtração glomerular e o nível de estresse oxidativo 
renal (LING et al., 2013; MA et al., 2014; YANG et al., 2014).  
7 CONCLUSÃO 
Os resultados obtidos permitem concluir que: 
1) O AU foi ativo contra formas promastigotas e amastigotas de L. (L.) chagasi, 
sendo os parasitos possivelmente eliminados por morte celular programada. Por outro 
lado, o AO não apresentou atividade leishmanicida. 
2) Hamsters tratados com AU apresentaram menores cargas parasitária 
esplênicas e hepáticas em relação aos animais infectados e não tratados, que se 
correlacionou com a maior preservação tecidual, sendo estas atividades similares 





3) As células mononucleares extraídas dos baços dos animais tratados com AU 
proliferaram mediante estímulo específico, sugerindo que os animais montaram 
imunidade celular. 
4) O tratamento com AU levou ao diferenciação de clones do tipo Th1 e Th2, e em 
experimentos ex vivo, verificou-se que a resposta imunológica dos animais tratados 
com AU no momento da eutanásia esteve associada a uma resposta mediada por IFN- 
e IL-10.   
5) O tratamento de animais experimentais com ácido ursólico não leva a 
amplificação dos genes MRPA e PTR1, os quais estão associados a resistência 
parasitária à farmacos. Por outro lado, animais tratados com anfotericina B possuem 
parasitos capazes de amplificar estes genes; 
6) Hamsters saudáveis tratados com AU não apresentaram alterações histologica 
ou bioquímicas associadas com lesão tecidual, por outro lado, animais tratados com 
anfotericina B apresentaram lesão renal e testes bioquímicos reforçaram esta ação 
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